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La presente investigación se realizo en el Instituto de Microbiología "SIMON 
" " 
PEREZALVA" de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la Universidad Nacional 
Mayor de San Marcos, entre octubre de 1994 y diciembre de 1996. 
Se aislaron 1 00 cepas de Actinomycetos aerobios saprofitos de muestras de 
suelo colectadas en el Jardín Botánico de la Facultad de Farmacia y Bioquímica-
UNMSM, jardines de Barranco y surco, así como terrenos agrícolas de Supe y 
Huaral al interior de Lima. 
Los cultivos de aislamiento selectivo, previo tratamiento de humedecimiento 
y secado de las muestras se realizaron en el medio Arginina-Giyceroi-Sales (AGS). 
De 100 cepas de Actinomycetos aisladas él 53% mostraron actividad 
antibacteriana frente a bacterias Gram positivas y negativas. 
Los cultivos de 24 cepas bioactivas, en 4 medios de fermentación .(A, B, ·E y 
F), para la producción de metabolitos secundarios activos, mostraron una variación 
de la actividad antibacteriana, determinado por el método de difusión en agar, 
seleccionando al medio F como el óptimo pues las zonas de inhibición presentaron 
diámetros entre 20-50 mm. 
-
Además, el 75% presentaron actividad frente a Staphylococcus aureus 
ATCC 6538; el 91.66% frente a Micrococcus luteus ATCC 9341; el 41 ,66 5 contra 
Bacillus subtilis ATCC 6633 y el 25% a Escherichia coli ATCC 25922. 
La identificación morfológica y quimiotaxonomica de 12 cepas con mayor 
actividad antibacteriana permitieron su clasificación dentro del genero 
Streptomyces sp. 
Los ensayos químicos preliminares de los metabolitos activos de las cepas 
CA-25 y CA-93, por cromatografia en capa fina y espectroscopia infrarroja, 
evidencio la -presencia de derivados ｣｡ｲ｢ｯｮｩｬｩ｣ｯｾＬ＠ amidas, imidas y esteres en 
ambos casos . quedando pendientes los ensayos definitivos de elucidación 
estructural. 
SUMMARY 
The current monograph of search was made at the Microbiology_ Simon 
Perez Alva lnstitute at the Pharmacy and Biochemistry Faculty from- San Marcos 
University since October 1994 until december 1996. 
1 00 saprofitic aerobical Actinomycetes strains were isolated from samples 
collected in the Botanic Garden of Pharmacy and Biochemistry Faculty UNMSM, 
Barranco and Surco gardens as well as agriculture fields of Supe and Huaral inside 
Lima. 
Selective isolation was performed in Arginin-Giycerol-Salts media (AGS)_ and 
pre-treatment of moistened soil samples were lefi: to dry at room temperature for 3 
weeks. 
53% from 1 00 actinomycetes strains isolated displayed antimicrobial activity 
against Gram-positive and Gram..:negative. 
24 bioactive strains culture in 4 fermentation media (A, 8, E and F) for active 
__ secundary metabolites production showed and aritibacterial activity variation 
determined by Agar Diffusion Test, F media was selectioned as the optimal 
because the inhibitlon zones presented a diameter from 20 a 50 mm. 
Antibacterial activity against Staphylococcus aureus ATCC 6538 by75% ; 
91,66% against Micrococcus luteus ATCC 9341 and 4166% against Bacillus 
subtilis ATCC 6633 and 25% against Escherichia coli ATCC 25922. 
ｃｨ･ｭｯｴ｡ｸｾｮｯｭｩ｣＠ and morph,ological characteristics indicate that 12 strains 
with higth antibacterial activity belongs in the genus Streptomyces sp. 
Preliminary chemical test of bioactive metabolites from strains CA-25 and 
CA-93 by thin !ayer cromatography and infrared spectroscopy detected the 
presence _ of carbonilic, amids, imids and esthers in both cases. Structural 
elucidation definitive test are pendent. -
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INTRODUCCION 
Desde el descubrimiento de la Penicilina, mucho. del esfuerzo de los 
Programas de Selección de Productos Naturales, ha esta9o orientado sobre los 
metabolitos microbianos de origen terrestre (19). 
Los compuestos naturales de origen terrestre han. sido la fuente más 
importante de nuevas moléculas activas. Aproximadamente un 50% de los 
fármacos que hoy en día se comercializan proceden de microorganismos tales, 
como los Actinomycetos,. especialmente del genero Streptomyces el cual es 
responsable del 85% de los antibióticos conocidos, los restantes derivan de 
hongos y otras bacterias (33). 
Entre los antibióticos más importantes sintetizados por los Streptomycetes 
se encuentran la estreptomicina, el cloranfenicol, la tetraciclina, la eritromicina y la 
kanamicina entre los principales, además varias especies de este genero producen 
agentes antivirales, antifungicos, antitumorales y antiparasitarios (19,22, 23, 33). 
El descubrimiento de nuevos antibióticos ha permanecido constante, 
durante los últimos 40 años, . se ha . invertido mucho esfuerzo y dinero en el 
desarrollo de medicamentos. 
En los Estados Unidos ｹＢｯｴｲｱｾﾷ［Ｚｐ＠ .. ｾ￭ｳｾｳ＠ desarrollados como Japón.y Europa 
' ＮﾷＮﾡﾷＺｾＢＺﾷﾷ＠ ﾷＮｾＺﾷＺＺ［Ｚﾡﾷﾷ＠ .. ﾷﾷｾﾷﾷＧＺＮ［ｻＺＧｩＺＺ＠ ... '-· ' ' 
Occidental, durante los años de 1986 a 1991, él numero total de nuevos 
compuestos aumento en 20%; los antiinfecciosos fueron reducidos en 24%, y los 
compues-tos farmacologicamente activos aumentaron en 87% (19,22,24). 
El gran numero de sustancias con propiedades antibacterianas, no 
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constituye un impedimento para la búsqueda nuevas sustancias producidas por 
microorganismos, pues aun no hay disponibles antibióticos adecuados para 
ciertos tipos de cancer o enfermedades virales (19). 
Se han realizado numerosas pruebas de sustancias ｮｾＬｊ･ｶ｡ｳ＠ y semisinteticas 
por métodos químicos, pero no se ha conseguido avances significativos. De otro 
lado desde el inicio de la antibioticoterapia hasta la ｡｣ｴｵ｡ｬｩ､｡ｾ＠ él numero de cepas 
resistentes ha ido en aumento por el uso indiscriminado de antibacterianos, por lo 
tanto la única alternativa para superar esta situación es el descubrimiento de 
nuevas sustancias antibióticas (19, 44, 46). 
El desarrollo de PrograllJaS para la obtención de nuevos productos con 
actividades biológicas varias, tiene como una de las prioridades básicas la 
búsqueda de nuevos grupos de microorganismos a partir de ambientes poco 
comunes como, suelo, sedimento marino y hábitats fríos (1 8). 
' 
Algunos de los métodos más satisfactorios de búsqueda que están 
actualmente en uso son producto de la actividad científica japonesa particularmente 
del grupo Omura, el cual encontró 42 compuestos nuevos con actividad 
antibacteriana en 1986. 
Entre otras investigaciones recientemente realizadas podemos mencionar a 
P.C. Lee y cols. Que en 1996 obtuvieron ácido clavulamico un inhibidor de la 8-
lactamasa, utilizando palma, aceite de palma y sus fracciones de oleína y estearina 
comd sustrato en la fermentación por Streptomyces clavu/igerus (22). 
Hacene, H. y cols. En 1994 en Nigeria de un total de 286 especies 
pertenecientes a 13 géneros de Streptomyces demostraron que 32 de ellas tenían 
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actividad. antibiótica contra bacterias, levaduras y hongos (24 ). : 
Naruse Nobuaki; Tenmyo Osamu y cols. En 1993 en su búsqueda de 
metabolitos microbianos con actividad antiviral, encontraron una nueva especie de 
actinomyceto N°5382-8 aislado de una muestra se suelo colectada cerca del Río 
Kitsna en la India, el cual produce nuevos antibióticos antivirales, denominados 
Kistamicinas, que además mostraron actividad antimicrobiana contra bacterias 
gram positivas (28). 
Katsuhisa, K., Shigeru, N. y cols. En 1993, aislaron u.na nueva sustancia 
antitumoral producida por un Streptomyceto BE-18591, este metabolito también 
mostró actividad antibacteriana co.ntra bacterias Gram positivas y Gram negativas 
(29). 
. En nuestro país existen escasas investigaciones sobre la búsqueda de 
nuevas sustancias con actividad antibacteriana de actinomycetos aislados de 
medios terrestres, lb cual motivo a realizar la presente investigación que tuvo los 
siguientes objetivos: 
1. - Aislar, seleccionar e identificar Actinomycetos aerobios saprofitos con 
capacidad para producir sustancias antimicrobianas y que contienen ácido L-
Diaminopimelico en sus paredes celulares,. procedentes de muestras de suelo 
de jardines y terrenos agrícolas·al interiof de Lima. 
. '; ::-. ' . ·. ＡＧＮＬﾷｾＺｾ［ＺﾷＮＮ＠ ' 
2. - Seleccionar un medio de cultivo: opfin]O para la producción de sustancias 
antimicrobianas por fermentación. 
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. l.-GENERALIDADES 
1. LOS ACTINOMYCETOS 
Los Actinomycetos son un grupo de microorganismos gram positivos en su 
mayoría, que tienden a crecer lentamente formando filamentos ramificados, con 
características similares a las bacterias y _los hongos, que están ampliamente 
distribuidos en la naturaleza. 
Ellos se encuentran principalmente en el- suelo, en donde juegan un rol 
importante en la descomposición de la materia orgánica. 
Algunas especies causan enfermedades al hombre y los ·animales. Sin 
embargo algunos Actinomycetos son consic;Jerados de importancia medica e 
industrial como productores de antibióticos y otros son utilizados industrialmente 
como agentes de transformaciones químicas (1.). 
1.1. MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA 
1.1.1. COLONIA 
Los Actinomicetos crecen en forma de filamentos rectos u 
ondulantes, de 0.5 a 0.8 um de diámetro, los cuales como resultado de 
un adecuado crecimiento y ramificación dan lugar a la formación de 
colonias con una estructura ramificada de filamentos llamada Micelio. 
El micelio aunque es de dimensiones bacterianas, es análogo a las 
que forman los hongos filamentosos (2). 
Una colonia de actinomycetos no es una acumulación de 
muchas células individuales y uniformes, sino más bien una masa de 
filamentos ramificados. Una colonia cultivada sobre un medio sólido 
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esta integrada, por lo que denominamos micelio vegetativo y micelio 
aéreo. 
Si se forma micelio aéreo, la superficie de la colonia adquiere 
un aspecto pulverulento y algodonoso, cuando falta este la ｾｯｬｯｮｩ｡＠ es 
lustrosa o mate. 
- La estructura, la forma, el tamaño y el color de la colonia 
varían ampliamente según los cambios de las condiciones de cultivo. 
Las colonias de los Actinomycetos pueden dividirse en tres tipos: 
A- Colonias rugosas o lisas que fácilmente pueden ser separadas del 
medio sólido. Estas son raramente cubiertas con micelio aéreo y 
· usualmente son formadas por Actinomycetos con una fase micelial 
transitoria. 
8.- El segundo tipo incluye colonias como los de sporochthya, las 
cuales casi no tienen micelio substrato y consisten de hifa aérea 
adherida al medio a través de grapes. 
C.- El tercer tipo consiste de colonias compactas, usualmente 
coriaceas que portan hifa aérea y adheridas firmemente al sustrato 
-
por la hifa que penetra al substrato. Este tipo de colonias 
usualmente se encuentra en actinomycetos que tienen una etapa o 
estado micelial persistente (3). 
1.1.2. MICELIO VEGETATIVO 
El micelio vegetativo o micelio substrato esta formado por 
largas hifas no septadas. Algunas de las hifas son rectas y de una 
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longitud considerable, superior a 600 u., mientras que otras son mucho 
más cortas ramificadas y curvas. 
El ancho del micelio ｾ･ｧ･ｴ｡ｴｩｶｯ＠ usualmente varia desde 0.5 
hasta 1.5 um. La ramificación del micelio es típicamente monopodica, 
-
en la mayoría de especies de Actinomycetos a excepción de las 
especies de Actinobifida que presentan una ramificación dicotoma, 
mientras las especies del genero Streptoverticillum presentan una 
ramificación vertici!ada de sus hifas aéreas esporogenas (3). 
El micelio vegetativo se fragmenta en elementos bacilares o 
cocoidales en el caso de los Actinomicetaceas y de las 
Dermatofiliaceas, pero no en el de Streptomicetaceas. 
El micelio vegetativo puede teñirse por los procedimientos 
ordinarios de tincion. 
El citoplasma de las células de las hifas es al principio 
homogéneo, y sé vacualizando a medida que llega a fases más tardías 
de desarrollo. 
Con frecuencia el micelio vegetativo presenta una coloración 
característica crema, amarilla, anaranjada, verde, parda o negra, estos 
'pigmentos cuando son hidrosolubles pasan al medio. 
Un estudio de Streptomyces griseus, concluye que el micelio 
vegetativo puede ser considerado aeróbico facultativo. 
1.1.3. MICELIO AEREO 
El micelio aéreo en cuanto a estructura y forma, es mucho 
más característico que el micelio vegetativo. 
El micelio aéreo se origina a partir del micelio vegetativo y 
puede cubrir la totalidad de la colonia, confiriéndol_e un aspecto 
algodonoso o pulverulento, este es ligeramente más grueso que el 
vegetativo, usualmente tiene Un pigmento ｩｮｳｯｬｵ｢ｬｾ＠ oscuro asociado 
con su envoltura externa y parece gris a la luz reflejada. 
A diferencia del micelio vegetativo muestra menor tendencia a 
ramificar y penetrar al substrato, forma esporas mediante 
fragmentación y la capa es hidrofobica (.;2). 
El micelio aéreo puede ser fértil o estéril, en algunos casos, el 
micelio estéril se presenta en forma de manchas blancas sobre los 
cultivos con micelio aéreo. Sin embargo el micelio. fértil de coior 
normalmente gris y se denomina también micelio aéreo secundario. 
(1). 
En general las hifas estériles son finas y no presentan 
aumento en su diámetro, mientras que las hifas esporogenas son al 
principio mas finas que las hifas de las cuales se originan, pero más 
tarde en las ultimas fases de su desarrollo aumentan su espesor. 
El micelio fértil esta formado por esporoforos que se disponen 
sobre filamentos estériles. 
Los esporoforos de Streptomyces pueden ser largos o cortos, 
rectos o más o menos curvos. Las hifas cortas confieren a la superficie 
de la colonia un aspecto pulverulento, mientras que una superficie de 
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aspecto algodonoso es debida a la presencia de hifas largas. 
_Los esporoforos pueden adquirir forma recta o flexuosa, o 
presentar espirales abiertas o cerradas, pueden disponerse en forma . 
verticilada como ocurre en algunas espeCies de Strerptomyces. 
La estructura especifica del micelio aéreo es consistente y 
característica para cada especie de Sterptomyces en condiciones 
convenientemef!te estandarizadas, por lo cual este carácter del micelio 
aéreo se emplea como un buen criterio taxonómico (§). Otro carácter 
del micelio aéreo de Streptomyces es la pigmentación, que varia del 
blanco o gris al amarillo, anaranjado, rosa, lila pálido, azul y verde. 
Cuando las hifas esporogenas están agrupadas, adoptan un 
aspecto parecido al de los coremios de los hongos. 
En los experimentos de respirometria de Erikson y Webley, se 
concluyo que el micelio aéreo es aeróbico debido a que ·las células 
miceliales aéreas demostraron tener una respiración a velocidad 
mayor que loas células miceliales de la parte profunda o la b9se de un 
cultivo liquido. 
1.1.4. ESTRUCTURA CELULAR 
La estructura de las células de actinomicetos es similar al de 
las bacterias gram positivas. La formación de septos transversos es 
observada frecuentemente en las hifas que forman el micelio de todos 
los Actimomicetos y se piensa que estos son formados de manera 
análoga al septo formado por las bacterias gram positivas (§). 
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El septo en la hifa vegetativa de la mayoría de Actinomicetos 
estudiados, puede poseer üna capa única 
O triple. Se ha sugerido que la falla de la hifa septada de 
Sterptomyces. para separarse en fragmentos puede ser debido a 
deficiencias locales en la actividad de sus enzimas liticas 
desencadenantes del proceso de septacion. ＨｾＩＮ＠
Los septos transversos en crecimiento en las hifas en 
fragmentación de Nocardia son divididos longitudinalmente, 
iniciandose el proceso desde los extremos adyacentes a las paredes 
de la hifa. Citologicamente, el proceso de la septacion de Nocardia es 
reminiscente a! de Arthrobacter crystal/opoietis. Sin embargo, las 
observaciones al microscopio de luz resaltan la posible existencia de 
varios modos de fragmentación. 
Además de las estructuras intracelulares indispensables y 
siempre presentes, uno encuentra en las hifas de los Actinomycetos 
algunos elementos variables, así como algunas estructuras raras e 
inusuales. Como en otros procariotes, estos componentes pueden 
encontrarse encerrados dentro de sacos membranosos o estar libres 
en el citoplasma, formando varias inclusiones, también se ha 
observado que las células carecen de membrana nuclear, y 
mitocondrias (]_). 
La localización de. poiisacaridos, polifosfatos, y lípidos fue 
demostrada por medios citoquimicos, mientras que la presencia del 
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ácido poli-beta-hidroxibutirico puede ser inferido a partir de las 
determinaciones químicas. Las vacuolas en las paredes de los 
Actinomycetos pueden tener configuraciones ampliamente diferentes, 
algunas son muy similares a las vacuolas gaseosas en otras bacterias. 
La pared celular de los actinomicetos, contiene ácido 
muramico y ácido diaminopimelico (lisina en algunas especies), 
característicos de la pared bacteriana y han perdido la quitina y los 
glucanos, característicos de la pared celular de los hongos (.§). 
Estructuras tipo bastón y tubulares reminiscentes . de 
rafidosomas, virus, o partículas fagicas defectuosas, así como regiones 
transparentes al microscopio electrónico de configuración irregular sin 
membrana, han sido vistas frecuentemente en el citoplasma de las 
higas en el estadio de idiofase en cultivos de Streptomyces, la 
formación de estas estructuras, esta ligado con la autolisis, 
acumulación de antibióticos, o infección por fagos ＨｾＮ＠
Los Actinomycetos comparten con los hongos no solamente la 
organización micelial, sino también los rasgos estructurales que 
podrían resultar de esto, así se tiene la hifa intrahifai encontrada en 
·streptomyces roseoflavus var. roseofungini, Micropolyspora sp. Y 
Micro/obosporia flavea. 
Como en los hongos, la hifa intrahifal en los Actinomycetos se 
encuentra no solo en cultivos en envejecimiento, sino que se piensa 
que asume un rol importante en la reproducción de células congeladas 
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de Frankia sp (§). 
La movilidad de las células de Actinomycetos, si es que son 
especializadas como las zoosporas o no especializadas como 
fragmentos mice!iales, esta siempre ligado con la posesión de flagelo, 
y todos los tipos de fiagelo han sido encontrados, siendo los flagelos 
peritricos los más raros. 
En Actinop!anes sp. El flagelo es reminiscente de 
Pseudomonas, mientras que los flagelos de Dermatophy/us 
congolensis fueron diferentes en el espesor(8.:.9 um), mucho menor 
respecto que la mayoría de flagelos ＨｾＮ＠
1.1.5.ESTRUCTURAS AMICELIALES 
Algunos Actinomycetos forman estructuras que emergen de 
las células miceliales pero difieren marcadamente de ellas. 
El rol de estas estructuras en la reproducción no es muy clara. 
La esclerotia formada persistentemante por Chainia sp. Pertenece a 
esta categoría. En la formación de la esclerotia, la hifa micelial 
engrosada se vuelve septada, y se forman vacuolas conteniendo 
lípidos, así como material cementante intercelular, el cual contiene 
ácido L -2,3-diaminopropionico. 
Los lípidos son principalmente trigliceridos de ácidos grasos 
ramificados de las series iso conteniendo 15 a 16 carbonos. Estas 
. células transformadas y aplanadas son empacadas en rejillas hifales. 
Se piensa que la función de la esclerotia es reminiscente de aquellos 
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hongos como Sc!erotium rolfsii y Verticilium alboartrum ＨｾＩＮ＠
Los agregados hifales formados por ciertos Streptomyces sp. 
(lobre algunos medios probablemente no están relacionados_ con la 
esclerotia, tampoco son los gránulos descritos por Baldacci y 
colaboradores. Una característica de estos gránulos es que ellos 
producen después de inoculación en medio fresco colonias de 
Actinomicetos que podrían diferir de las clonias madres en la 
capacidad para producir micelio aéreo y pigmentos. (Z). 
Asociaciones cerradas de hifas se encuentran en Coremia, 
producido por algunos Streptomyces sp. Algunos Actinomycetos 
excretan sustancias limosas, las cuales pueden contribuir a la 
formación de aglomerados celulares, enriquecidos con hidróxido 
férrico. El glicolipido especifico cera D producido por algunas 
micobacterias contiene componentes comunes a la mureina de la 
pared, el cubrir las células cori la cera O probablemente ofrece 
protección adicional. Estudios inmunoquimicos indican la excreción de 
complejos. de_ membrana, consistente de mucoplisacaridos y un 
fosfolipido, durante el crecimiento de Mycobacteria, Nocardia, 
Dermatophili y Streptomicetos. 
Los gránulos de azufre formados por Actinomyces sp. In vivo 
consisten de hifas miceliales cementadas con un complejo proteína -
polisacarido. La: porción mineral de los gránulos incluye apatita y 
fosfatos de calcio. ＨｾＩＮ＠
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1.1.6. ESPORAS 
Muchos de los Actinomicetos del suelo producen sobre sus 
hifas esporas asexuales, conocidas como conidias, aisladas, -en pares 
o _formando cadenas, mientras que unos pocos producen sus esporas 
en una estructura especializada conocida como esporangio. 
Las características de las esporas producidas por los 
Actinomycetos y la diversidad estructural que ellas exh¡ben caen 
dentro de la amplia definición de una espora, la formación de estas 
estructuras puede representar los medios principales de reproducción 
de los Actinomicetos (Z). 
Las esporas formadas por los Actinomycetos se dividen en 
dos grupos de acuerdo a su formación: 
A.ENDOGENAS: son esporas termoresistentes, que se forman dentro 
del citoplasma de la hifa madre; este tipo de esporas es 
característico de los Actinomycetos termofilicos. 
Estructuralmente las esporas endogenas siguen la misma 
secuencia de formación que las esporas de otras bacterias gram 
positivas, aunque se diferencian en su localización final sobre el 
micelio. Estas esporas casi siempre residen en la hifa y son 
parcialmente expulsadas en el curso de su formación y maduración. 
Las esporas formadas como esporangio, son liberadas tan 
pronto como la pared esporangial se rompe. 
- ' 
B.EXOGENAS: En la mayoría de Actinomycetos se forman las 
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esporas exógenamente, la cual empieza por la división de los 
nucleoides y cambios en las estructuras de su membrana, tales 
como el engrosamiento de "la membrana plasmatica periférica, la 
. aparición de un numero de mesosomas. Mas tarde empieza a 
formarse el septo de esporulacion acompañado por los mesosomas. 
ＨｾＩＮ＠
El desarrollo de la pared de la exospora parece ser formada 
con la ayuda de la membrana citoplasmatica de la hifa (en. contraste 
con la formación de la espora endogena), donde la P?red de esta 
ultima subsecuentemente se transforma en la pared de la espora; 
aun cuando parece ser que la pared de la espora o por lo menos 
sus capas internas son sintetizada en la membrana plasmatica. (Z). 
En Streptomyces sp. Y algunos Actinomycetos formadores de 
esporangio, el septo parece ser formado en dos etapas .. Primero, el 
esporoforo es deparado por un septo simple desde la hifa 
correspondiente, luego la hifa esporogena es dividida por un 
numero de septos casi simultáneamente en células de igual tamaño 
-
que eventualmente es transformado en esporas. 
ESTRUCTURA.- Las diferencias estructurales entre las endo y 
exoesporas son pronunciadas. 
Las endoesporas producidas por Actinomycetos termofilicos 
son prominentes entre las espOías de Actinomycetos, debido a sus 
22 
contornos poligonales sobre las superficies más externas. 
La estructura interna de las endoesporas es muy similar al de 
las esporas de Baciflus y Clostridium sp. , Porque tienen una corteza y 
un sistema elaborado de cubiertas e>-.iernas. 
Las exoesporas muestran una gran diversidad de estructura, 
así se pueden distinguir los siguientes tipos principales: 
A. Esporas sin estructuras internas nuevas, dentro de esta ｣｡ｾ･ｧｯｲ￭｡＠
están las esporas de Streptomyces sp. Y varios otros 
actinomycetos, los cuales forman cadenas de esporas y ·vesículas 
de esporas (-ª). En ellas no se observa diferencias en el nucleoide, 
ribosomas,. estructura de la membrana y vacuolas de las células 
vegetativas. Sin embargo, los componentes esporales parecen 
empacados mas densamente siendo reducido él numero de 
mesosomas. Usualmente la pared de la espora es de 1.5 a 2.0 
veces más gruesa que la pared vegetativa. 
8. Esporas sin estructuras ausentes en las células vegetativas, estas 
estructuras pueden estar representa_das por vacuo las grandes y una 
estructura de origen desconocido llamada cuerpo central. La vaina 
superficial, la cual cubre el micelio aéreo de muchos Actinomycetos, 
usualmente persiste en las esporas. 
La presencia de estructuras ornamentales y apéndices en 
estas esporas fisiológicamente aun no se han estudiado, pero se 
cree que intervienen en hidrofobicidad y la capacidad de flotación 
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de las esporas y mejoría de la diseminación por los insectos. 
COMPOSICION.- La composición química ｾ･＠ las esporas de 
Actinomycetos ･ｾ＠ fragmentaria en comparación con Ｑｾ＠ de las esporas 
bacterianas y algunas esporas fungicas. Los estudios realizados en las 
esporas de Streptomyces sp. Han permitido establecer que la cantidad 
de agua varia ampliamente en función de las condiciones ambientales 
en 2-4-% siendo denominada como agua fírmente fijada (ID. Las 
esporas termofilicas evidencian cantidades aumentadas de Ca, de Mg, 
Mn y Ni.Hay una posibilidad que el Mn este presente al estado libre y 
fijado al complejo ácido dipicolinico-Mn de manera similar a aquel de 
las esporas bacterianas. Sin embargo de acuerdo. a los análisis 
convencionales, el OPA no ha sido encbntrado en las esporas de 
ningún Streptomyces examinado hasta ahora. 
Al contrario, las endosporas de actinomicetos termofilos si 
presentaron cantidades de OPA y calcio similares a las esporas de 
. otras bacterias. El contenido de DNA se incrementa respecto al de 
RNA respecto a lo observado en las células vegetativas. La cantidad 
de proteína en las esporas maduras alcanza 1 O a 15%, los ribosomas 
de la espora son más estables que los de la célula ｶ･ｧ･ｴｾｴｩｶ｡Ｎ＠ Los 
componentes de mureina de la espora y de la célula vegetativa en 
Streptomyces parece no diferir significativamente. 
Durante la esporulacion, algunos actinomycetos excretan y 
acumulan en sus cultivos sustancias limosas que podrían sostener la 
24 
hifa esporulante juntos y de alguna manera modificar la apariencia de 
los esporoforos (-ª). 
FUNCION.- La actividad metabólica de las esporas secas e intactas de 
Sterptcimyces es baja, como se demuestra por exper!mentos de 
respirometria. La duración máxima de la viabilidad de las esporas 
sobreviviendo en lagos a 5 -6°C es de 1 00 a 1500 años. 
El valor máximo para el mantenimiento de la viabilidad de las 
esporas de Streptomyces secadas al aire hasta ahora reportado es de 
14 años (Z). 
La mayoría de esporas de Actinomycetos estudiados 
comparten una resistencia alta a la desecación, esto puede ser 
responsable por lo menos en parte, para la abundancia relativa de 
Actinomicetos en suelos áridos. 
Las esporas de Streptomyces parecen ser más resistentes a 
la abrasión mecánica, ácidos diluidos, formalina, peróxido de 
hidrogeno y algunos alcoholes, probablemente fenal y cloroformo. 
1.2. FISIOLOGIA 
1.2.1: CICLO DE VIDA 
Los eventos del desarrollo en actinomycetos, como en otros 
microorganismos, se manifiestan mas completamente en el curso de 
sus ciclos de · reproducción. Un numero de microorganismos 
pertenecientes a Actinomycetales y grupos relacionados no forman 
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células reproductoras especializadas. 
La reproducción vegetativa en estos microorganismos es 
alcanzada por septacion celular y gemación. 
Junto con la septacion, se reporto que Actinomyces sp. era 
capaz de reproducirse por gemación ＨｾＩＮ＠
La rragmentación micelial puede ser considerada como una 
forma especial de reproducción vegetativa. Es observado en muchos 
Actinomycetos como los del genero Nocardia en el cual la 
fragmentación comprende la formación de septos múltiples que dividen 
las hifas crecientes en elementos mas o menos regulares. ＨｾＩＮ＠
Las. células separadas frecuentemente son flageladas, 
móviles algunas veces !!amadas zoosporas. 
Los Actinomycetos que retienen micelio no fragmentado 
durante largos periodos de su ciclo de vida usualmente se reproducen 
por formación de esporas sexuales. 
Las esporas pueden ser formadas sobre el sustrato y/o 
micelio aéreo como células simples; en cadenas de varias longitudes o 
como vesículas especiales llamadas esporangios y que pueden ser 
. dotadas de flagelo m). 
Las especies de Actinomicetos, al igual que los hongos, son 
frecuentemente dotados con mas de una ruta reproductora potencial. 
Ya se ha hecho mención a la capacidad para reproducirse por 
fragmentación micelial y esporulacion. La unidad reproductora 
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adicional es algunas veces diferente del fragmento simple del micelio. 
Los Streptomyces sp. Tienen la capacidad para formar 
algunas células especializadas junto con conidios aéreos sobre el 
micelio substrato, las cuales son llamadas clamidosporas o artrosporas 
(§). 
La Actinoplanes tienen la· capacidad para formar dos tipos de 
esporas: zoosporas móviles flageladas en periférico en esporangio 
sobre el micelio aéreo y cadenas de artrosporas tipo Streptomyces 
sobre el micelio aéreo. 
1.2.2. METABOLISMO 
La nutrición de los Actinomicetos es bastante versátil. Los 
requerimientos del factor de crecimiento son poco fí6cuentes y 
una amplia variedad de fuentes de carbono como carbohidratos, 
alcoholes, ácidos orgánicos y aminoácidos pueden ser. utilizados 
por ellos. 
METABOLISMO DEL CARBONO 
Los Actinomicetos utilizan una gran variedad de 
compuestos orgánicos tales como los azucares, almidón, 
hemicelulosas, proteínas y diversos compuestos que no-se 
metabolizan fácilmente. Las mejores fuentes de carbono son la 
glucosa, la maltosa, la dextrina, el almidón, la glicerina y las 
proteínas. 
La utilización, por parte de diversas especies de 
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Streptomyces de algunos glucidos es tan especifica, que esta 
especificidad puede emplearse para la diferenciación de 
especies (§). En condiciones especiales de fermentación se 
forman diversos ácidos. 
METABOLISMO DEL NITROGENO 
Las sales de amonio son en general preferido, frente a 
los nitratos, como fuente de nitrógeno mineral. Algunas especies 
emplean nitrito y carbamatos. Tanta la nitrificación como la 
reducción de los nitratos es . una característica de algunos 
Streptomycas. Las mejores fuentes de nitrógeno para los 
actinomicetos son las proteínas, las peptonas y algunos . 
aminoácidos. Streptomyces posee una actividad proteolitica más 
intensa que Nocardia. (1 O). 
METABOLISMO DE ELEMENTOS MINERALES 
Los actinomicetos necesitan un medio nutritivo bien 
equilibrado en lo que se refiere a su composición mineral. Una 
proporción suficiente de K, Mg, Zn, Fe, Cu y Ca es en general 
necesario para el crecimiento y el metabolismo, de los 
actinomycetos. Esto puede variar según el efecto que se quiera 
obtener, por ejemplo en la producción de diversos antibióticos o 
favorecer la esporulacion. En Streptomyces el cobalto favorece la 
esporulacion (11). 
METABOLISMO DE VITAMINAS, PIGMENTOS Y 
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ANTIBIOTICOS 
Los actinomicetos producen muchas vitaminas, 
pigmento? y antibióticos,_en algunos casos COIJ tal intensidad que 
_ esta propiedad tiene aplicaciqn industrial. Esto es especialmente 
cierto para la vitamina 812 que es un subproducto de la 
fermentación de aureomicina por Straptomyces griseus. 
Un cierto numero de actinomycetos sintetizan una gran 
variedad de pigmentos. Los pigmentos se distinguen entre sí por 
su solubilidad en agua o en disolventes orgánicos. La función y el 
papel de los pigmentos en la vida y el metabolismo de los 
Actinomycetos no son aun bien conocidos. Algunos pigmentos, 
especialmente los de estructura quinoide, pueden ser 
considerados como precursores de ácidos humicos, mientras que 
otros exhiben un efecto mas o menos intensamente antibiótico. 
1.4. ECOLOGIA DE LOS ACTINOMYCETOS 
Los Actinomicetos están ampliamente distribuidos, en el suelo así 
como en una variedad de hábitats diferentes, incluyendo estiércol; fango de 
los ríos y el fondo de los lagos, en el agua en tejidos vivos del hombre y de 
diversos animales y en la atmósfera. Se encuentran en la superficie del 
suelo así como en los horizontes inferiores, a profundidades considerables. 
Muchos son saprofitos ･ｳｴｾｩ｣ｴｯｳＬ＠ pero algunos forman asociaciones 
mutualistas o parasitarias con plantas y animales. (11). 
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Los Actinomycetos existen en su hábitat natural en estados 
metabólicamente activos o relativamente inactivos, . bajo la forma de 
conidias o de hifas vegetativas. 
En algunos géneros, estos estados pueden ser distinguidos por las 
diferencias morfológicas entre las propagulas en reposo ｲ･ｳｰ･ｾｴｯ＠ de las 
activas. 
. 
El tamaño de la comunidad depende del tipo de suelo, particularmente. de 
. algunas de las características físicas, del contenido de materia orgánica y 
del pH del medio ambiente. 
Las estimaciones por cuenta en placa proporcionan valores que varían de 
1 OS a 1 08 por gramo en zonas templadas, pero se han encontrado cifras 
. inferiores en regiones ·de la Aniártida, turberas ácidas, tundras y suelos 
inundados: las cifras que exceden 1 00 millones se han hallado solo 
ocasionalmente. 
Tanto en terreno virgen como en terreno cultivado, los actiriomycetos 
constituyen del 1 O al 50 de la comunidad total, determinado por el método 
de placa. 
En áreas alcalinas, y especialmente cuando hay sequedad, la abundancia 
relativa es alta (12). 
Los Actinomycetos son menos comunes en áreas húmedas que en áreas 
secas, la población es mayor en pastizales y en suelos de pastoreo que en 
suelos cultivados. y la abundancia en campos de cultivo con frecuencia 
sobrepasa la de los sitios vírgenes adyacentes. Sin embargo son 
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desfavorables las turberas, las áreas inundadas y los ambientes cuyo pH es 
menor de 5.0. · 
Los suelos en regiones climáticas cálidas son más favorables para 
una extensa flora de Actinomycetos que los de áreas mas frías;_ el tamaño 
de la comunidad en latitudes templadas tiende a aumentar conforme se 
acerca a los trópicos. Consecuentemente él numero total y el porcentaje de 
incidencia de los AGtinomycetos en el hemisferio norte aumenta de norte a 
sur 
(Tabla 3.1 ). . En términos cualitativos y cuantitativos, la flora de 
Actinomycetos esta regulada por el hábitat que la rodea. La etapa del ciclo 
de vida que predomina, el tamaño de la comunidad, sus transformaciones 
bioquímicas y los géneros y especies que encontramos, están determinados 
por las fuerzas que actúan en el ecosistema. Para los actinomycetos, · el 
status de materia orgánica, pH, humedad y temperatura son los 
determinantes ecológicos principales. (11). 
Como grupo, estos microorganismos requieren niveles de pH comprendidos 
entre 5-9 con uria neutralidad cercana a la optima _y son particularmente 
sensibles a altas concentraciones de C02 y bajas concentraciones de 02. 
El contenido de humedad es otro determinante ambiental critico; en 
condiciones de inundación o en lugares donde la humedad esta por encima 
del optimo microbiologico (85-100%) de capacidad de retención de agua, 
estos ｭｩ｣ｲｯｯｲｧ｡ｾｩｳｭｯｳ＠ están ausentes. 
En general, dejando de lado algunas excepciones, podemos afirmar que la 
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mayoría de los Actinomycetos son organismos del suelo. Sin embargo 
algUnas estirpes de Streptomyces, Micromonosporas y Actinoplanes han 
sido observadas de modo ocasional viviendo en agua dulce o salada. 
La mayoría de los Actinomycetos son aeróbicos, excepto los del 
genero Actinomyces, que son anaerobios o microaerofilicos, y provocan las 
. diversas actinomicosis del hombre y del ganado. 
1.3. TAXONOMIA Y NOMENCLATURA 
Hasta hoy se sabe, que los Actinomycetos son bacterias gram 
positivas, con una alta cantidad de guanina (G) mas citocina (C) en su ADN 
(>55 % mol), los cuales están filogeneticamente relacionados en la 
evidencia de los estudios ribosomales 165 S(r) y el ADN: ARNr pareados. 
Las siguientes características biológicas fundamentales permiten la 
clasificación de los Actinomycetos entre las bacterias. 
1. Son procarioticos (carecen de membrana nuclear). 
2. El diámetro de sus filamentos es de 1 u o menos, más pequeños que las 
células de levaduras y muchos más estrechos que las características 
estructurales hifas de los mohos. 
-
3. Sus paredes celulares contienen ácido muramico y Acido diaminopimelico 
(lis¡ina en algunas especies); característicos de la pared bacteriana, y han 
perdido la quitina, los glucanos, característicos de la pared celular de los 
mohos y hongos. 
4. Su crecimiento se inhibe por las penicilinas, tetraciclinas, sulfamidas y 
otros medicamentos bacterianos. 
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5. No son sensibles a los antibióticos polienicos que poseen una intensa 
. acción fungicida. 
El grupo abarca géneros con_ una morfología muy variada tal como la 
de -cocos(Micrococos), cocos en forma de varilla (Arthrobacter), 
fragmentos en forma de hifas (Nocardia, Rhotia), géneros con un micelio 
permanente y altamente diferenciado (Micromonospora, Streptomyces). 
Algunos géneros forman esporas que van de zozobras móviles a 
propagues especializadas (13). 
La taxonomía de los Actimomycetos requiere la aplicación de criterios 
morfológicos, culturales, fisiológicos y químicos (13). , Así como las 
características de las esporas. 
En 1970, Lechavalíer, M y col. (14), reportan el estudio de la 
composición química de la pared celular como un criterio para la 
clasificación de Actinomycetos aeróbicos basados en los ·principales 
componentes hallados en preparaciones de pared celular y en 
hidrolizados de células enteras de mas de 600 cepas ｾ･＠ Actinomycetos. 
Los resultados muestran que tanto el patrón ｾ･＠ azucares y la 
configuración del ácido diamino-pimelico presentes en la pared celular, 
constituyen criterios que permiten la separación de Actinomycetos en 6 
grupos taxonómicos útiles (Anexo Cuadro N°1 y N 2). 
Posteriormente Staneck y Roberts (197 4) (15) reportan una técnica 
simplificada para la identificación de Actinomycetos aeróbicos por 
cromatografia en capa fina basado en la hidrólisis de células enteras para 
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determinar los isómeros del Acido diamino-pimelico presentes en la pared 
celular y· en la capacidad de los organismos para descomponer la 
caseína, tirosina y xantina. 
La nomenclatura· actual para este tipo de microorgéimismos se basa 
en los hallazgos recientes y en los resúmenes transcritos de la sección 
17 del Manual de Bergey y· se ･ｮ｣ｵ･ｮｴｲｾｮ＠ en el Internacional Journal of 
Systemic Bacteriology, vol. 30,1980. (Anexo Cuadró N 3 y N 4) 
2. IMPORTANCIA ECOLOGICA DE LOS ACTINOMYCETOS 
El reservorio natural de los Actinomycetos aeróbicos es el suelo, donde su 
rol ecológico principal parece ser la descomposición de la materia orgánica (16). 
' . 
Hay evidencias de que ｾｳｴｯｳ＠ microorganismos participan en los siguientes 
procesos: 
a) Descomposición de algunos de los componentes resistentes de tejidos 
vegetales y animales. Los Actinomicetos río responden inmediatamente a la 
adición de materiales carbonados naturales sino varias semanas después, 
lo que indica que se desarrollan escasamente en competencia con bacterias 
.. 
y hongos durante el periodo en que se encuentran carbohidratos simples. 
b) Formación de humus mediante la transformación de restos vegetales y del 
lecho de hojas en los compuestos naturales de la porción orgánica del suelo. 
Muchas cepas en medios de cultivo pueden producir el tipo de moléculas 
complejas que supone son importantes en la fracción de humus de los suelos 
minerales. 
C) Transformaciones a temperaturas elevadas, particularmente en abonos 
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verdes calientes y en putrefacción, paja acumulaciones de abono y estiércol. 
En estas condiciones los · actinomicetos termofilicos pueden sér el grupo 
predominante, a veces al grado que la superficie del montón de abono 
adquiere el color blanco· o gris característico de este grupo. En este sitio, los 
Thermoactinomyces, algunos estreptomicetos y especies de las ｢｡ｾｴ･ｲｩ｡ｳ＠ que -
forman esporas tienen ventajas competitivas. 
D) Provocan algunas enfermedades de las plantas, por ejemplo ·la roña de la 
papa y la viruela de los camotes, cuyos agentes causales son Streptomyces 
scabíes y S. ipom9evae, respectivamente. 
·e) Causan infecciones en animales y seres humanos, por ejemplo Nocardia 
asteroides y N. otitidis-caviarum. 
f) Son de posible importancia en el antagonismo microbiano y en la regulación 
de la composición de la comunidad del suelo. Esta ｦｵｮ｣ｩ￳ｾ＠ en el. ecosistema 
puede ser consecuencia de la capacidad de muchos actinomicetos para 
excretar antibióticos y a su capacidad de producir enzimas que provocan la 
lisis de hongos y bacterias. En este aspecto son dignas de atención las 
observaciones de que tratamientos de un suelo con una sustancia como la 
quitina favorece el desarrollo de las hifas de los actinomicetos produciendo 
algunás veces una notable eliminación de hongos que provocan 
enfermedades a las plantas superiores. 
3. OBTENCION DE ANTIBIOTICOS A PARTIR DE ACTINOMICETOS 
La producción industrial de la penicilina fue seguida de una búsqueda 
generalizada de nuevos organismos productores de antibióticos. Waksman y su 
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grupo, iniciaron un estudio exhaustivo de la flora microbiana del suelo, aislando 
en forma cristalina un nuevo __ antibiótico producido por un actinomiceto, la 
actinomicina (Waksman y Woodruff, (1940) (17). Posteriormente, en 1944, fue 
descubierto un nuevo antibiótico, producido por Streptomyces griseus, la 
estreptomicina, aminoglicosido cuya utilización terapéutica provoco una 
autentica revolución en el tratamiento de la tuberculosis. En años sucesivos se 
aislaron nuevos antibióticos, entre ｾｬｬｯｳ＠ el cloranfenicol, las tetraciclinas, 
antibióticos del grupo de los macrolidos, entre ellos la eritromicina. Asimismo se 
aislaron nuevos antibióticos del grupo de los 8-lactamicos, cefalosporinas y 
nuevos antibióticos pertenecientes a la familia de los aminoglicosidos. 
La producción de antibióticos por microorganismos es un fenómeno muy 
frecuente y una gran variedad de microorganismos producen antibióticos que 
actúan contra otros. 
Los Actinomycetos aeróbicos saprofitos se mantienen como la mejor fuente 
de productos naturales nuevos terapéuticamente importantes derivados por 
fermentación, ｾｩ･ｮ､ｯ＠ notables metabolitos o, moléculas orgánicas complejas con 
diversas actiyidades biológicas dentro de las cua!es encontramos un gran 
numero y variedad de antibióticos (1 O). 
Martín Liras y Aguilar (1986) (18) reportan que la mayor parte de los 
antibióticos descubiertos entre 1950 y 1980 son producido por Actinomycetos, 
en particular por miembros del genero Streptomyces, habiéndose descrito hasta 
el momento mas de 700 ･ｳｰ･｣ｩｾｳ＠ de Streptomyces. Además reportan que 
aproximadamente el 70% de los antibióticos de importancia comercial son 
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producidos por especies del genero Streptomyces. 
En los últimos años el descubrimiento de nuevas sustancias antimicrobianas 
incluye actinomycetos no· solo de fuentes terrestre sino principalmente 
｡｣ｴｩｮｯｭｩ｣･ｾｯｳ＠ aislados de ambientes marinos (19). 
El Programa de búsqueda de nuevos productos naturales se ha centrado en 
el aislamiento de Actinomycetos aeróbicos que contienen ácido meso-
diaminopimelico en sus paredes celulares (16.20) por cuanto se sabe que los 
Actinomycetos son productores de mas del 70% de los antibióticos aislados 
hasta el presente, con relación al 20% correspondiente a los hongos y el 1 0% 
-restante a las eubacterias (19). 
·Si bien él genero de. Streptomicetos constituyen el _grupo principal de 
actinomycetos productores de antibióticos, el grupo de Micmmonosporae es el 
segundo gran grupo de importancia con esta capacidad y ha sido crucial para el 
éxito del Programa de Productos Naturales de Schering-Piough (21 ) .. 
P.C.Lee y col. (1996) (22) en Kuala Lumpur, Malasia obtuvieron ácido 
clavulamico un inhibidor de la b-lactamasa, utilizando palma, aceite de palma y 
sus fracciones de oleína y esterarina, como principal fuente de carbono para el 
crecimiento y producción de ácido clavulamico por Streptomyces c/avu/igerus, 
que produce también la Cefamicina C. · 
Ubukata, M y col. (1995) (23) En el Instituto de Investigación Física y 
Química en Japón a partir de un extracto del micelio en acetona aislaron 3 
nuevos antibióticos macrolidos producidos por él genero Sterptomyces 
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vio/aceus. Tales antibióticos mostraron actividad antimicrobiana contra bacterias 
Gram+ y hongos. 
-
Hacene, H. y col. (1994) (24) En Nigeria de U!} total de 286 especies 
pertenecientes a 13 géneros de Streptomyces, demostraron que 32 de ellas 
tenían actividad antibiótica- contra bacterias levaduras y hongos. Las 
características del espectro UV revelaron que 6 especies produjeron sustancias 
antifungicas no polienicas y cuatro sintetizaron sustancias polienicas. 
Fiedler, H. y col (1994) (25) En la Universidad de Tubigen, Alemania a partir 
de un filtrado de cultivo de Streptomyces tendae obtuvieron un antibiótico del 
tipo juglomycin, con actividad frente a bacterias Gram+ y Gram-, así como 
levaduras. 
Beman y col. (1994) (26, 27) En el Natural Producís Research Section-
Cynamid Company USA) aislaron uria cepa de Actinomyceto designada como 
Streptomyces sp. LL-31 F508 de una muestra de sedimento marino de Florida. 
Esta cepa mostró una excelente actividad contra Staphylococcus y 
Enterococcus. 
Una serie de nuevos antibióticos llamados Bioxalomycinas fueron 
identificados como los productos de fermentación 
De la cepa aislada. Asimismo posteriormente aislaron un Actinomyceto del 
suelo de Pomeroy, Washington designado como LL-d37187 al cual denominaron 
Streptomyces salivalis el cual tenia la capacidad de producir un antibiótko nuevo 
del tipo poliester identificado como Martinomycina, activo contra bacterias Gram 
+. 
Naruse y col. (1993) ( 28) En Bristoi-Myers Squibb Research lnstitute, Tokio 
encontraron que una nueva cepa de Microtetraspora parvosata 
subsp.nov.producia nuevos antibióticos antivirales, designados como 
kistamicinas A y 8, los cuales exhibían actividad contra el virus de la influenza 
tipo A y moderada actividad contra bacteria Gram positivas. 
Katsuhisa K, Shigeru N. y col. (1993)(29) En New Drug Discovery Research 
Lab. Banyu Pharm Ca. Japón aislaron una hueva sustancia antitumoral 
producida por un Streptomyceto BA 18591. El principio activo fue extractado del 
micelio por metano! y purificado por cromatografia, este inhibio el crecimiento de 
celulas de cancer estomacal humano en experimentos in vivo. Asimismo mostró 
actividad contra bacterias Gram-positivas y algunas bacterias Gram- negativas. 
Shiosawa H, Takeshi K., y coL (1993) (30) En Biomedical Rese:arch Lab. 
Tokio aislaron un nuevo antibiótico denominado Thiomarino!, producido por una 
bacteria marina Alteromonas rara sp.nov. SANK 73390. Su estructura fue 
deducida como un compuesto híbrido de análogo del ácido pseudomonico y 
holotina. La actividad antimicrobiana contra bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas fue mayor que ambos ácidos y antibióticos pirrotinos. 
Katsuhisa Kojiri y cols. (1992) (31) En Exploratory Research Central Pharm. 
, Japón aislaron un Streptomyces denominado A 141 06 y encontraron que 
producía un nuevo antibiótico macrociclico lactamico BE-141 06, el cual exhibía 
actividad citotoxica contra líneas celulares de tumor murino y actividad 
antimicrobiana. 
Okamura, y cols. (1979). (32) En el Central Research Lab.Japan en un 
estudio de selección de microorganismos con capacidad de producción de 
nuevos ｡ｮｴｩ｢ｩｾｴｩ｣ｯｳ＠ 8-lactamicos, encontraron, nueve cepas de Streptomyces 
que producían antibióticos 8-lactamicos, una de ellas fue identificada como 
Streptomyces fulvoviridis. 
11. MATERIALES Y METODOS 
1.1. Material biológico: . 
Muestras de suelo procedentes del Jardín Botánico de la Facultad de 
Farmacia y Bioquímica -UNMSM; del suelo de· jardines Lima y suelo de 
terrenos agrícolas al interior de Lima( Supe y Huaral). 
Cepas de Actinomycetos aislados de suelo. 
Cepas de microorganismos de prueba: 
Escherichia coli ATCC25922 
Staphylococcus aureus ATCC 6538 
Bacillus subtilis ATCC 6633 
Micrococcus luteus ATCC 9341 
1.2. Descripción de las Areas de Muestreo: 
Se eligió como zonas de muestreo el suelo de! Jardín Botánico de la 
Facultad de farmacia y Bioquímica -UNMSM, el suelo de jardines de parques 
de los distritos de Barranco y Surco, así como el suelo de terrenos agrícolas de 
Supe y Huarai-Lima. 
En cada zona elegida, se considero dos puntos de muestreo que 
corresponden al horizonte A y horizonte B. Las distancias de los puntos de 
muestreo a los arboles variaron de 50 cm a 1 mt. , Respectivamente. Se 
realizo un total de 15 muestreos efectuados durante los meses de Octubre de 
1994 a Abril de 1995, se analizaron un total de 30 muestras de suelo, que 
correspondieron a las profundidades de los horizontes A y B. 
Para la elección de las zonas de muestreo en cada lugar escogido se 
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tuvo en consideración las características del suelo, tales como pH y humedad, 
se prefirió suelos secos neutros y alcalinos. 
1.3. Colección de Muestras de Sueío 
Las muestras de suelo se colectaron de forma tan aséptica como fue 
posible, usando un sacabocados estéril, el cual se introdujo en cada punto 
correspondiente a la profundidad de cada horizonte A y B y se extrajo la 
muestra de suelo. 
Se colecto aproximadamente 1 00 g y se deposito en bolsas nuevas de 
polipropileno de 5x1 O. 
El material colectado se transporta en un conservador al laboratorio de 
Biotecnologia del Instituto de Microbiología de la Facultad de Farmacia y 
Bioquímica de la UNMSM para su procesamiento. 
1.4. Pre-Tratamiento de las Muestras 
Con el propósito de favorecer el aislamiento no selectivo de Actinomycetos 
del suelo, todas las muestras colectadas se sometieron al tratamiento 
recomendado por Okamura y Kaki (32), Demain y Nadine (33). 
Este tratamiento consistió en pesar 25 g de muestra de suelo, luego vertirla en 
una placa petri estéril, seguidamente humedecer la muestra con 1 O nil de agua 
destilada estéril y dejarla secar al medio ambiente por 3 a 1 O días. Este ciclo 
de humedecimiento y secado es repetido por 3 semanas, para ayudar a la 
reducción de la población bacteriana acompañante de la población de 
Actinomycetos. Transcurridas las 3 semanas la muestra de suelo secada es 
pulverizada en un mortero estéril para luego ser usada en el aislamiento. 
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1.5. Aislamiento de Actiriomycetos 
Aislamiento Primario 
Para el aislamiento primario de Actinomycetos se tomo 1 O g de cada 
una de las muestras sometidas a pre-tratamiento y se suspendió en 90 mi de 
solución salina fisiológica estéril cohteniendo 0.02% de tween 80, agitando 
vigorosamente por 1 minuto en un vortex mixer, seguidamente se deJo reposar 
por 20 minutos para que las partículas y floculos sedimenten y de la capa 
superior de la suspensión se hicieron diluciones seriadas hasta 1 O 3 cel/ml. 
Posteriormente una alícuota de 0.1 mi de cada dilucion se siembra con una 
espátula. de vidrio sobre la superficie del Agar Arginina-glicerol-sales (AGS) 
para el aislamiento (32). 
A este medio de aislamiento se le añadió antibióticos penicilina G 
(50 mg/1) y Nistatina (50 mg/1) para así inhibir la flora bacteriana y fungica 
acompañante. 
La incubación de las placas se realizo a 28°C por 7 a· 14 días .. 
Transcurrido el periodo de incubación se seleccionan aquellas colonias típicas 
de Actinomycetos caracterizadas por su aspecto de colonias secas, 
fuertemente adheridas al medio, tendiendo a anclar con el tiempo, de superficie 
aterciopelada, rugosa o pulverulenta y un micelio aéreo que varia de color. 
La coloración Gram mostró la presencia de formas filamentosas 
ramificadas Gram positivas. 
Cultivo Secundario 
Las colonias seleccionadas en el aislamiento primario, fueron 
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FIGURAN°1 
DIAGRAMA PARA EL AISLAMIENTO DE ACTINOMICETOS DE 
MUESTRAS DE SUELO 
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Reislamiento en Agar Extracto Levadura-Malta 
ｾ＠
Mantenimiento en Cepario 
Agar Arginia Glycerol Sales 
purificadas mediante un cultivo secundario en el Agar Extracto de levadura-
extracto de malta (34), por una semana para luego ser transferidas 
nuevamente al medio AGS de aislamiento para su mantenimiento y 
preservación. ( Figura N° 1 ). 
1.6. Selección de cepas de Actinomycetos con Actividad Antimicrobiana 
Ensayo Cualitativo preliminar 
El ensayo cualitativo preliminar de la actividad antimicrobiana 
de las 100 cepas aisladas se hizo según el método de "Diseminación 
Cruzada"(Greim y Meyers, 1958), que consistió en sembrar por estrías cada 
una de las cepas de Actínomycetos sobre Agar Extracto de Malta-Extracto de 
Levadura (34) hasta un tercio de la placa e incubar a 28°C por 72 a 96 Hrs. , 
Para luego hacer la prueba de antagonismo frente a los microorganismos 
testigo. 
Una vez que se observo buen crecimiento y esporulacion de 
los cultivos, se sembraron los microorganismos testigo, haciendo estrías 
perpendiculares al cultivo de Actinomyceto y se incubaron las placas a 37°C 
por 24 a 48 hrs. La cepa de ActinomycetO que muestra actividad 
antimicrobiana exhibió zonas de inhicion de crecimiento en las áreas próximas 
al crecimiento del microorganismo testigo. Los 
microorganismos de Prueba comprendieron bacterias Gram positivas tales 
como: Bacillus subtilís ATCC 6633, Micrococcus luteus ATCC 9341, 
Staphylococcus aureus ATCC · 6538; bacterias Gram negativas como 
Escheríchía colí ATCC 25922 y Hongos levaduriformes como Cándida albícans 
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ATCC 1 0231 y hongos filamentosos como Aspergillus niger ATCC 
Ensayo Confirmativo 
El ensayo de confirmación de la actividad antimicrobiana se 
hizo mediante el Test de Difusión sobre Agar (35) siguiendo la técnica de 
Excavacion-Piaca-Cultivo que es una modificación de la técnica Cilindro-Placa 
-Cultivo recomendado por la Farmacopea Americana USP XXII; para la 
valoración de la potencia de antibióticos. 
En este ensayo, las cepas de Actinomycetos con actividad 
antimicrobiana se sembraron en caldos de fermentación para obtener un 
cultivo liquido con el metabolito activo que fue enfrentado a los 
microorganismos de prueba. 
Cultivos para la Obtención de Metabolitos Activos 
Para este fin sé probaron 04 medios de cultivo liquido 
para fermentación denominados como A, 8, E y F recomendados por 
Okamura y Kaki y Cols (32). Los mismos que se diferenciaron en su 
composición de sales, fuentes de carbono y nitrógeno, los que se 
\ 
distribuyeron en matraces de 250 mi con volúmenes de 50 mi cada uno. 
(Anexos) 
Luego se inocularon posteriormente con 25 mi 
provenientes del medio de obtención de inoculo denominado A-1. La 
siembra del medio A-1 distribuido en matraces de 125 mi a razón de 50 
mi, se realizo inoculando 1 mi de una suspensión de esporas de cada 
uno de los cultivos de Actinomycetos, preparada en 1 O mi de solución 
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salina fisiológica conteniendo O. 02% de tween 80 a partir de los cultivos 
de aislamiento en el medio AGS. 
El medio A-1 inoculado se incubo por 48 Hrs, luego se 
tomo 1 O mi para inocular cada uno de los medios de Fermentación A. B. E 
y F, se incubo en agitación (shaker) a 11 O vibraciones por minuto a 28°C 
por 4-5 días. 
Transcurridos los días de incubación se retiraron los 
cultivos líquidos y se transfirieron a tubos, para la separación de la masa 
celular por centrifugación a 6000 RPM por 15 minutos. 
Los sobrenandantes conteniendo los metabolitos 
activos se colectaron cuidadosamente para desarrollar la prueba de 
difusión en agar y se refrigeraron hasta el momento de su uso a 4°C. 
(Figura N 2). 
Preparación de los microorganismos de Prueba 
Los microorganismos de prueba(bacteria RAM positivas y 
Gram negativas) fueron repicados en unos tubos con agar inclinado de 
TSA e incubados á 37°C por 24 horas. Luego a partir de estos cultivos se 
obtuvo una suspensión con 2-3 mi de Suero fisiológico estéril, y se vertió 
íntegramente en un frasco de Roux conteniendo TSA, sé extendió en la 
superficie y se incubo invertida por 20 a 24 Hrs. A 37°C. Para las 
levadl..!ras y hongos se siembro en Agar Sabouraud siguiendo el mismo 
procedimiento. 
La cosecha del cultivo en los frascos Roux se hizo con 2-3 mi 
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FIGURAN°2 
DIAGRAMA PARA LA OBTENCION DE METABOLITOS ACTIVOS 
POR LOS ACTINOMICETOS MEDIANTE FERMENTACION 
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de solución Fisiológica estéril y espátula de vidrio, se colecto la 
.) 
suspensión en un tubo de 13 x 100 mm y iuego se hizo la dilucion hasta 
obtener la turbidez del Tubo N°3 de la escala de Mac Farland que 
equivale a una concentración de 9 x 10 8 m.o/mi. 
Preparación de las placas de ensayo 
A cada 100 mi del medio TSA (Agar-peptona-caseina) fundido 
y mantenido a 45° en baño de agua, se agrego 1 mi de la suspensión del 
microorganismo de prueba (9 x 1 O 8 /mi) Se agito suavemente el matraz 
con el propósito de homogeneizar la suspensión. Luego se dispuso 
series de placas petri estériles de 15 x 100 mm y se vertió en cada una en 
forma estéril 2!:? mi del aQar TSA previamente inoculado con los 
respectivos microorganismos de prueba y se dejo solidificar. (35) 
Seguidamente se señalo 04 puntos equidistantes y procedió 
a hacer pocillos, mediante los sacabocados de bronce de 9 mm de 
diámetro externo estériles, identificando a cada uno con él numero 
correspondiente al metabolito de ensayo. 
En lo que respecta a levaduras y hongos se utilizan el Agar 
Sabouraud como medio de prueba, y se siguió el mismo procedimiento 
que para bacterias. 
Deteánimición de la Actividad Antimicrobiana propiamente dicha 
Para la determinación de la Actividad Antimicrobiana 
propiamente dicha, de los sobrenadantes de los medios de fermentación 
A, B, E y F conteniendo los metabolitos activos producidos por cada una 
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de las cepas de Actinomycetos seleccionadas en el ensayo preliminar, se 
procedió a colocar 100 ul en cada pocillo, considerando una placa libre 
para utilizarla como control. 
Posteriormente, las placas se dejaron en la refrigeradora por 
20 a 30 minutos a 4 °C, con el objeto de permitir la difusión del metabolito 
activo, antes del crecimiento regular del microorganismo de prueba. 
Seguidamente se incubaron las placas sin invertir a 37°C por 24 horas 
para la actividad antibacteriana y por 48 horas para actividad antifungica. 
Transcurrido el tiempo de incubación, se midió 
cuidadosamente los diámetros de las zonas de inhibición alrededor de los 
pocillos. 
1.7. CARACTERIZACION TAXONOMICA DE LAS CEPAS 
Para la identificación genérica de las cepas con mayor actividad 
antimicrobiana se siguieron las recordaciones establecidas por Williams y Col. 
(13) y los criterios establecidos por Lechevalier y Locci en el Manual de 
Bacteriología Sistemática de Bergey, Vol. 4, (36). 
Los criterios utilizados se basaron en la observación morfológica 
microscópica y microscópica de las colonias aisladas de Actinomycetos que 
presentaron actividad antimicrobiana y en el análisis quimio-taxonomico para 
llegar al nivel de determinar él genero de los Actinomycetos seleccionados. ( 
Figura N° 3). 
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FIGURAN°3 
DIAGRAMA PARA LA IDENTIFICACION DE ACTINOMICETOS 
DEL GRUPO STREPTOMYCETES 
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1. 7.1.ANALISIS MORFOLOGICO 
Estudio Macroscopico 
El estudio macroscopico consistió en la observación de 
las características morfológicas de las colonias de 7 a 14 días de 
antigüedad. Se considero la forma de la colonia, su aspecto, consistencia 
en el medio, evaluación del tipo de micelio aéreo y micelio vegetativo y el 
color que presentan cada uno de ellos y la producción de pigmentos del 
micelio substrato. 
Para estas observaciones fas cepas motivo de estudio 
se sembraron en 4 medios: Agar Almidón- Sales inorgánicas; Agar 
Gliceroi-Asparagina; Agar extracto de levadura y malta y el Agar gliceroi-
Arginina, incubar por 7 a 14 días a 28°C. 
Estudio Microscópico 
Las observaciones microscópicas se hicieron para evaluar el tipo y 
disposición de las esporas, que permite diferenciar los géneros de los 
Actinomycetos. 
Para esto. se realizaron microcultivos con laminillas 
inclinadas en Agar Arginina-Giicerol Sales (AGS) y las cepas se 
sembraron en él área más próxima a la laminilla, se incubaron los cultivos 
a 28°C por 2-7 días. Una vez que se observo un cultivo bien espórulado 
se retiro la laminilla y se coloco directamente en una lamina portaobjeto 
para observar al microscopio. 
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1.7.2. ANALISIS QUIMIO-TAXONOMICO 
La determinación del genero de las cepas de Actimomycetos 
seleccionadas por presentar una mayor actividad antimicrobiana se 
realizo mediante la metodología propuesta por Lechevalier (37), Staneck 
y Roberts (15) y por Schaal(38). Los ensayos consistieron en el análisis 
de la configuración de isómeros (L, M) del Acido diaminopimelico (DAP) 
presente en la pared celular de los Actinomycetos y el análisis del patrón 
de azucares de células enteras mediante técnicas cromatograficas. 
Obtención de Biomasa 
En el caldo de fermentación F distribuido en matraces a razón 
de 50 mi por matraz, se sembraron las cepas de Actinomycetos 
seleccionados para el ensayo quimio-taxonomico. Para la siembra se hizo 
una suspensión de esporas similar a la realizada para la. obtención de 
metabolitos activos. Luego los matraces inoculados se incubaron a 28 oc 
con agitación a 11 O vibraciones por minuto por 5-6 días. Transcurrido 
este tiempo las cepas se retiraron del agitador y se procedió a inactivar 
las células mediante calentamiento en Baño María a 75°C por 45 minutos. 
Luego se centrifugo el cultivo a 6000 RPM X 20 minutos, se elimino el 
sobrenadante y el paquete celular se lavo dos veces con agua destilada 
estéril y una vez con etanol absoluto. Obtenida la Biomasa se deshidrato 
por desecación a 40 °C por 24 Hrs.y se conservo en un desecador hasta 
su utilización en los ensayos quimio-taxonomicos. 
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Detección de 2,6 - Acido Diaminopimelico en Hidro/izados de 
Células Enteras. 
Se tomo 3-5 mg de peso seco de Biomasa y se coloco 
en frascos viales con tapa rosca, se añadió 1 mi de HCI 6N, y se llevo a 
calentamiento en horno a 1 00°C por 18 Hrs. Para hidrolizar las células 
'" enteras Una vez enfriado el hidrolizado, se filtro a través de papel 
Whatman N°1 y el filtrado obtenido se evapora en Baño María a 1 00°C. El 
residuo se disolvió en 1 mi de agua destilada estéril y se evaporo 
nuevamente. El residuo final sé redisolvio en 0.4 mi de agua destilada. 
Cromatografia en Capa Fina 
El residuo final del hidrolizado de células de cada una de las 
cepas motivo de estudio, se sembró mediante microcapilares sobre la 
base de placas de vidrio (20 X 5) cubiertas con silicagel GF 254 para 
cromatografía en capa fina, haciendo 50-60 aplicaciones. 
La separación de los aminoácidos se realizo por una 
cromatografía dimensional única ascendente en capa fina, en u.n sistema 
de solventes que contiene: Metanol-piridina-HCI 6N-agua destilada 
(80:10: 25: 17.5,VN) 
Para una mejor separación e identificación de los 
isómeros del ácido DAP, se hizo una segunda corrida en la misma 
dirección y con la misma mezcla de solventes. 
En cada ensayo se coloco una solución estándar de 
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FIGURAN°4 
DETERMINACION DEL ACIDO DIAMINOPIMELICO 
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ｾ＠
Una vez fializada la corrida, retirar la placa y dejar secar 
al aire y someterlo a una segunda corrida en el mismo 
sistema de solventes 
Revelar las manchas de Aminoácidos mediante 
Revelador de Ninhidrina en Acetona 
Acido Diaminopimelico (DAP)(Sigma) 0.01 rvi, que contiene la mezcla de 
isómeros L y M 
Revelado e Identificación de los Isómeros Del Acido 
Diaminopimelico 
El revelado de los cromatogramas se realizo con el 
reactivo revelador Nynhidrina en Acetona al 0.1 % WN (Esquema N°4). 
Luego se seco al aire y calentó las placas a 100 oc por 2-5 minutos. Los 
isómeros del Acido DAP producen manchas verde oliva que llega a 
amarillas y migran lentamente. Siendo el isómero L el que migra por 
delante del isómero M. Los otros aminoácidos presentes en los 
hidrolizados de células desarrollan manchas de color púrpura. 
DetecCión de Azucares en Hidro/izados de céluias enteras 
Se peso aproximadamente 50 mg de peso seco de 
biomasa y se coloco en frascos viales de tapa rosca. Se añadió 1.5 mi de 
ácido sulfúrico 2N y se calentó a 100 oc en agua hirviendo por 2 Hrs. 
Remanentes de Ba(OH)2 son sedimentados por centrifugación a 
6000 RPM. El sobrenadante se removió cuidadosamente y evaporo hasta 
el secado mediante incubación a 37°C por 24-48 Hrs. El residuo seco es 
redisuelto en 0,4 mi de agua destilada y luego se añadió 
aproximadamente 1 mi de piridina. 
Se agito la mezcla y se centrifugo a 6000 RPM para separar la 




DETERMINACION DE AZUCARES 
EXTRACTOS CELULARES 
Colocar 40-50 mg. de peso seco de células y colocarlos 
en una ampolla con 1 mi. de H2S04 2N 
(Diie-ñtarlaam·p·alla···r;-;;;.-211rs:·eil .. a.9.üa-"hi1Vieñ<fo.) 
+ Dejar enfriar y transferir el hidrolizado a 
tubos de centrífuga 
Neutralizar el Hidrolizado mediante adición de hidróxido 
de bario, hasta que el pH llegue a 5.2 -5.5 
Remover el precipitado por centrifugación 
descartar 
Evaporar el sobrenadante, mediante incubación 
a 35° C por 18-24 Hrs. 
( Redisolver el residuo en 0.3 mi. de agua destilada ) 
CROMATOGRAFIA 
Colocar 60-80 aplicaciones mediante el residuo final, mediante 
microcapilares en la base del papel Whatman W 1 para 
(cromatografía Dimesional Unica Descendente) 
Realizar la corrida empleando el sistema de solventes: 
n-butanol-ácido acético-agua (4: 1 :S V IV) 
Revelar las manchas de Azúcares mediante el 
Revelador talato ácido de anilonio 
contiene el extracto de azúcar purificado. Esta extracción se hizo por dos 
veces para obtener al final un extracto concentrado en piridina. 
Cromatografía en capa fina 
La separación de los azucares se realizo por una 
cromatografía dimensional única ascendente en capa fina sobre placas 
de silicagel G F254, en las que se sembró los extractos piridinicos de 
cada una de las cepas evaluadas, haciendo 60-80 aplicaciones por 
muestra. El sistema de solventes contiene: 
n-butano!- ácido acetico-agua destilada (4: 1: 5 VN). 
En cada corrida se coloco los estándares de azucares 
al 0.15% tales como: glucosa, galactosa, ribosa, xilosa, manosa, 
rhamnosa. 
Revelado e Identificación de los Azucares 
Para el revelado de los cromatogramas se utilizo el 
reactivo revelador Talato ácido de anilonio, seguido por un secado al aire 
y calentamiento en estufa a 1 oooc por 3-5 minutos. 
Las hexosas desarrollaron manchas marrones, las pentosas 
manchas rojas. 
El orden de migración de los azucares se incremento en la 
siguiente serie: Galactosa, glucosa, manosa, arabinosa, xilosa, fucosa, 
ribosa y rhamnosa (Figura N°5). 
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1.7.3. DESCOi\nPOSICION DE FUENTES DE NITROGENO 
Uno de los criterios fisiológicos útiles para la identificación de 
especies de Actinomycetos aeróbicos es su capacidad para metabolizar 
ciertos aminoácidos y proteínas (39). 
Las cepas de actinomycetos seieccionadas se sembraron en 
placas de Agar AGS a las que se ｬｾｳ＠ adiciono 3 diferentes fuentes de 
nitrógeno, como caseina, xantina y tirosina a una concentración de 10% 
1 
WN. 
Se incubo a 28°C por 48 a 72 horas y se realizo la lectura. 
1.7.4. PRODUCCION DE CATALASA 
La prueba de producción de catalasa, enzima que es capaz 
de descomponer el peróxido de hidrogeno con formación de agua y 
oxigeno molecular, se utilizo para limitar los géneros de. las cepas de 
Actinomycetos en estudio. 
El procedimiento, consistió en realizar una suspensión de la 
cepa, colocarla sobre una lamina portaobjetos y luego adicionarle 1 gotita 
de peróxido de hidrogeno al 3%. 
El desprendimiento de burbujas es indicio de la producción de 
cata lasa. 
1.8.ENSAYOS QUIMICOS PRELIMINARES DE DETERMINACION DEL META-
BOLITO ACTIVO 
Los metabolitos activos de 4 cepas de Actinomycetos que 
. evidenciaron una gran actividad antimicrobiana, se sometieron a un ensayo 
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químico preliminar en el afán de elucidar posteriormente la estructura química. 
Para esta determinación se procedió a sembrar las 4 cepc;¡s en el 
medio de fermentación F, siguiendo el procedimiento descrito anteriormente. 
Se trabajo un volumen de 250 mi de caldo de fermentación y el tiempo de 
incubación se incremento a 14 días a 28°C ＨｾＩ＠
Para la extracción del metabolito activo, se centrifugo los ｾｉ､ｯｳ＠ de 
fermentación para separar las células a 3000 RPM ·por 20 minutos, luego el 
sobrenadante se filtro al vacío en membranas Millipore de 0.45 um, 
seguidamente se ajusta el pH a 7.0 con NaOH 0.1 N y se procedió a la 
extracción con acetato de etilo por 2 veces (26.27). El extracto fue lavado con 
sulfato de sodio anhidro y evaporado hasta obtener un ·residuo para los 
ensayos químicos. 
CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA 
Los extractos de metabolito activo, son redisolvieron en 500 ul de 
acetato de etilo, luego se sembraron en" placas de Silicagel G F254 de 1 O x 20 
mm, haciendo 50 aplicaciones con un microcapilar. La separación de los 
metabolitos activos se realizo en cromatografía ascendente, para lo cual se 
probaron 6 diferentes sistemas de solventes, los cuales fueron usados por 
Randerath, K (40) para determinar el comportamiento de diferentes 
antibióticos. Estos sistemas de solventes fueron: 
* n-Hexano /Acetona (3:2) 
* Cloroformo/Metano/Hidróxido de amonio (80: 20: 1) 
* Cloroformo/Metano ( 1 O: 1) 
52 
* Benceno/ Acetona ( 1 : 1 ) 
* Cloroformo/Acetona(4: 1) 
*Acetato de Etilo/Metano I/ Agua( 1 O: 3: 1 ) 
Los reveladores empleados son: 
* Acido sulfúrico 0.2M revelador Universal 
*Permanganato de potasio al 0.05%, revelador para 
compuestos fácilmente oxidables ( 41) 
* Reactivo de Hidroxilamina- CI3Fe 111, revelador para 
lactonas, esteres, amidas, y anhídridos ácidos 
carboxilicos (42) 
* Acido pícrico, reactivo revelador para epoxidos (43). 
Estos reveladores se utilizaron para elucidar los grupos 
funcionales del metabolito activo, luego de haber seleccionado el sistema 
de solventes optimo. 
ESPECTROSCOPIA INFRARROJA 
Los residuos secos de dos metabolitos activos (CA-25 y CA-93), 
fueron analizados por espectroscopia infrarroja en un equipo IR 
Nicolet(con una lectura de 4000 a 400 cm-1) de la facultad de Química de 
la UNMSM. 
Para el desarrollo de la prueba los residuos se incorporaron a 
pastillas de BrK para su lectura, en una proporción de 1 O: 1 con la mues-
tra problema. La lectura se hizo en una macro celda siguiendo la técnica 
denominada "Drift", que el método utilizado para muestras sólidas. 
111. RESULTADO::. 
TABLA N° 01 
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBJANA DE 100 CEPAS DE ACTINOMICETOS 
DE SUELO FRENTE A CEPAS ESTANDARES POR EL METODO CUALITATIVO DE DISEMINACION 
CRUZADA 
ESCHERICHIA STAPHYLOCOCCUS MJCROCOCCUS BACILLUS CAN DI DA 
CEPAS COLJ AUREUS LUTEUS SUBT!LIS ALBICANS 
ATCC25922 ａｔｃｃＶｾＳｓ＠ ATCC9341 ATCC6533 ATCC10231 
CA-03 + + + 1 - + 
CA-04 
-
+ + + -
CA-05 - + + + -
CA-07 - - - - .,.. 
CA-09 
-
+ + + -
CA-10 
-





- - - - -
CA-13 - - - - + 
CA-17 + - - 1 - 1 + 1 





- - - 1 - -
CA-22 
- + - 1 - + 
CA-23 
- - - - -
CA-25 
-
+ + + -






CA-28 - - + : - - 1. 
CA-29 - - - 1 - 1 - 1 
CA-30 
- - + 1 - -
CA-32 - - + + + 1 
CA-33 - - - 1 - - j 
CA-36 + - + - - ! 
CA-37 - - + - -
CA-38 + + 1 + 1 - 1 - ! 
CA-42 - + + 1 + - 1 
CA-43 - + + i - 1 - 1 1 1 
CA-44 
- - + - - 1 
CA-45 + - ¡ - ¡ - - ! 1 
CA-46 




- - 1 1 
CA-49 - - - 1 - - 1 
CA-50 
- - - - - 1 
CA-53 - - + - - 1 
CA-55 - - + - - 1 
CA-59 
-
+ + - - 1 
CA-61 
- - - - - 1 
CA-62 - - - - + ! 
CA-65 - - + + + 1 
CA-69 
- - + 1 + - 1 
CA-71 
- - + 1 + - 1 
CA-73 
-
+ + - - J 
CA-75 
-
+ + 1 - - 1 
CA-77 - - - - - 1 
CA-80 - - - - - 1 1 
CA-82 - - - - - 1 
CA-84 
- - 1 + 1 - - 1 
CA-89 
- - - i - 1 - i 
CA-90 - + 1 + 1 - + 1 
CA-91 - + + - + ! 
CA-93 + - + + + 1 

















































































TABLA N" 2 
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE 24 CEPAS DE ACTINOMYCETOS 
EN DIFERENTES MEDIOS DE FERMENTACION DE ACUERDO A LA ZONA DE INH!BIClON 
Medio A Medio B Medio E Medio F. 
S a Me Bs E.c. S a 1 Me Bs E.c. S a Me Bs 1 E.c. Sa Me 
1 1 1 - 1 - 1 1 1 - 1 1 2 2 
- - - - - - - - - -
1 1 - 1 1 
- - -
- - - - - 1 1 1 1 - 2 2 
1 1 - - 1 1 1 1 - 2 2 1 1 2 - 3 3 
- - -
1 1 1 1 - - 1 2 1 2 1 - - 1 2 2 
- - -
1 
- 1 - - - - 1 - - 1 - 1 -
- - 1 1 - 1 - 1 - 1 1 - - 1 2 2 
- - - - 1 1 - - - 1 2 1 - - - 1 3 -
- - - - -
1 
- - - 1 2 1 1 - i 3 2 1 
- - - - - - - - 1 1 1 1 1 - - 2 2 
- - 1 ｾ＠ - - - - 1 1 - - 2 







1 - - 2 ! 1 1 ¡ - 1 2 2 1 
- - - - - - -
- 1 i 1 i • - 1 2 2 1 
1 - - - 1 1 - - - 2 ¡ 1 - - 3 2 1 
- - - - - - - -
! ' j 1 - - i 2 2 1 
- - - - - - - - -




- - - - - 1 - - - - 1 2 ! 1 - 1 - 2 
- - - - - 1 - - - 1 - 1 . 1 2 - - 2 1 
- - - - -
1 
- -1 - 1 1 1 - - 1 2 2 
- - - - - i - - - 1 2 - - 1 2 3 
ｾ＠
- -
1 1 1 1 - 2 1 1 1 1 - 1 1 2 3 
1 
- - - 1 - 1 - 1 1 1 - - 1 2 2 
- - - 1 1 1 - - - o 1 1 1 1 2 1 o 2 




























DIAMETRO DE LA ZONA ｄｾ＠ ｉｾｈｉｂｉｃｉｏｎ＠
S a = Staphylococcus aureus ATCC 6538 1 >= 10mm 
Me = Micrococcus luteus ATCC9341 2 >= 20mm 
Bs = Bacillus Subtilis ATCC6633 3 >= 30m m 
E e = Escherichia Coli ATCC 2592 
TABLAW3 
:FRECUBICIIA OE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE 24 CEPAS DE ACTINOMYCETOS 
:.lli.liliiUZAHOO DIFERENTES MEDIOS DE FERMENTACION 
·.· .·Meriiosde Staphylococcus 
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. . : .. 
: .. ｾ＠
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ｍｩ｣ｲｯ｣ｯ｣ｾｵｳ＠ Bacillus subtilis Escherichia coli 
luteus 
ATCC9341 ATCC6633 ATCC25922 
2 2 7 
8,33% 8,33% 29, 1SO¡{, 
6 4 4 
25,00% 16,66% 16,66% 
21 10 6 
87,50% 41,66% 25,00% 
22 10 6 
91,66% 41,66% 25,00% 
Ｍ ｾ Ｎ＠
% 
FR.ECUENCIA DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE 24 CEPAS D.E 
















ｴ［ｕＭＭＭＭＺＭｾﾡｺＺＺＺＺＺ［ｺＺ］｡ＭＭＭＭＭＭＭＺＭｾＧＭＭＭＭｪ＠ D MEDIO E 
O MEDIO F 
2 3 . 
MiCROORGANISMOS DE PRUEBA 
TABLA N° 04 
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE 24 CEPAS DE ACTINOMICETOS 
DE SUELO FRENTE A CEPAS ESTANCARES POR EL METODO DE D!FUSION EN AGAR 
TECNICO EXCAVACION- PLACA- CULTIVO 
STAPHYLOCOCCUS MICROCOCCUS 1 BACILLUS ESCHERICHIA 
CEPAS AUREUS LUTEUS 1 SUBTIUS COLI 
ATCC6538 ATCC9341 ¡ ATCC6633 ATCC 25922 
CA-03 ++++ ++ + 
CA-04 ++ ++ + -
CA-05 +++ ++ i + -
CA-09 ++++ +++ 1 ++ -
CA-10 ++ ++ - -
CA-17 - - - ++ 
CA-19 +++ ++ - -
CA-22 ++ .. - 1 - 1 -
CA-25 ++++ +++ ++ 
CA-27 ++ ++ 1 1 
CA-32 +++ 1 ++ 
CA-36 ++ ! + 
CA-38 +++ ++ 1 ++ 
CA-42 +++ +++ 1 ++ 
CA-43 +++ +++ 1 1 
CA-59 +++ 1 +++ 
CA-65 +++ : ++ 
CA-69 ++ 1 ++ 1 -
CA-71 . ':O'.++ i . +++ 1 -
CA-73 ++ 1 ++ 1 1 1 
CA-75 ++ +++ 1 1 ++ 1 
CA-90 +++ 1 +++ 1 i 
CA-91 ++ 1 ++ 1 1 1 1 
CA-93 +++ 1 ++ 1 -i-T ¡ ++ 
Diámetro de la zona de inhibición 
+ [ >= 10 mm) 
++ [ 20-30 mm] 
+++ [ 30-40 mm] 
++++ [ 40-50 mm] 
Medio de fermentación utilizado F. 
L 0 O O 0 
FRECUENCIA DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE ACTINOMVCETOS _ .
-DE SÚELq SEGÚN LA ZONA DE INHIBICIÓN <, ,.: · ·_ '\ <··:. -
DIAMETRO DE Staphylococcus aureus 
-zONAS DIE . ATCC ·s53S -
INHIBICfOf\1 
(mm) 
Número de porcentaje 
cepas % 
>= 1 o . 000-1- : . 0,00 
. 20-30 7,'0b __ 38,80 
30-40 . 8,00. 44,40 
40-50 3 00 1 . 16,66 , 
Total de Cepas 16 
. .. :. 
Micrococcus lutetrs 
ATCC D341 • 1 ; ｾ＠ • 






0,00 . 0,00 
22 . ! 
Jr ·--., 
ｾ ﾷ Ｎ＠
Bacilh.Js subtilis _ 
. ATCC 6633 . -- -





ｾ＠ · . .. 
2,00 20,00 
. . .. , 













0,00 _ 0,00 
6 
FRECUENCIA DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE ACTINOI\IIYCETOS OE 
SUELO SEGUN LA ZONA DE INHIBICION 
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COMPARACION DE LAS CARACTERISTICAS CULTURALES DE 12 CEPAS DE ACTINOMYCETOS FRENTE A DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO a,b. 
Agar Extracto de levadura- malta (ISP2) 
e MA MS PS e 
Abundante Rosado Cremoso Blanco Melanoide Abundante 
· Abundante Amarillo Amarillo Negativo Abundante 
Abundante Blanco Amarillento Neg_ativo Aburldante 
Abundante Amarillo Blanco amarillento, Negativo Abundante 
Abundante Crema Crema Negativo Abundante 
Abundante Gris Blanco Negativo Abundante 
Abundante Verde blanquesino Blanco Negativo Abundante 
Abundante Blanco grisacco Blaco Negativo Abundante 
Abundante Amarillo Blanco amarillento Ne_gatjvo Abundante 
·Abundante Blanco Amarillo Negativo Abundante 
Abundante BlancO Blanco Negativo Abundante 
Abundante Amarillo Amarillo Ne_gativo Abundante 































Pardo 11marillento Negativo 
= Crecimiento 
= Micelio Aereo 
= Micelio substrato 
= Pigmento soluble 
Agar Alinidon sales minerales (ISP4) 
e MA MS PS 
Abundante Gris blanquecino Rosado amarillento Melanoide 
. 
Abundante Gris verdoso Pardo 
ｎｾ｡ｴｩｶｯ＠
Abundante Blanco grisaceo· Blanco Negativo 
Abundante Verde olivo Blanco Negativo 
Abundante Gris Marrón Negativo 
Abundante Azulado Blanco Negativo 
Abundante Palo rosa Blanco Negativo 
Abundante Gris Marrón Negativo 
Abundante Gris oscuro Pardo Negativo 
Abundante Gris Blanco Negativo 
Abundante Amarillento Blanco Negativo 
Abundante Amarillento Gris Negativo 
a = observados después de incubación x 3 semanas a 28° 
b =descritos por ellnternational Streptomyces Project (IS · 
and Gordon et al., 1978 



















TABLA No 7 
ÍDENTIFICACION QÜIMIOTÁXOÍ\IOMiCA DE 12 CEPAS DE ACiiNOMYCETOS 
ａｾｒｏｂｉｃｏｓ＠ CON ACTIViDAD ANTIBACTERIANA 
ANALISIS QUIMIOTAXONOMICO DESCOMPOSICION DE FUENTES DE NITROGENO 




---- -. - .-. -----·-
L-DAP NC + ' + 
L-DAP NC + + 
L-DAP NC + + 
L-DAP NC + + 
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L-DAP NC + + 
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__ ......... -
·-- - --- ---
L-DAP NC + + 
L-DAP NC + + 
L-DAP NC + + 
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L-DAP NC + + 
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= patrón de AZUCARES no característico 
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1 • • • 
Foto N" 1. -Cultivo ele Slreplomyces sp (CA-93) en ti medios de Feni1enla6ión (/\, B, E, y F) para 18 
produccion de melnboliios activos. · 
Foto N" 2. - PF.Ilrón de 8clividsd Anlibacleriana de las ceras de Slrertomycgs sp.(C/\-93); (CA-30) y 
(CA-5) rrenl8 8 Sl<'lphylócoccus nureus ATCC 6538 y MicrococóJs lu1.0us ATCC 9341. en 
1) modios de ft=?rmentaci6n. · 
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA MEDIANTE LA TECNICA DE 
EXCAVACION- PLACA- LTIVO 
roto 1'1"3. - Sensibilidad rlr. l<-1 cr.ra Micrococcus lulous ATCC 93<11 frente a rnete1bolitos nctivos de las 
｣･ｲ￩ｬｾＧ＠ dr. Slrerlnmyces sp. (C/\- í 8): (CA-35): (C/\-36); ＨｃａｾＳＷＩﾡ＠ (C/\-42); y (C!\-113). 
1' 
'· i 
Folo N"4. - SensibiliCÍ::KI cJP. Ｑ［［ｾ＠ r;c1p<-1 S!n;1hylococcus aureus /\TCC 6538 frente ni metabolilo ncíivo de 




rr)lr.1 N"5. - Coloni8 dP- Stmplornyr:es sp. (CA-9) 8rl élqm qlicerol CJspnmgirlR n 28"C por 14 iclos. 
Muestra micelio ｴｾｐＮｲ･ｯ＠ ele color gris cloro, superficie aterciop81ad<1 y extrernos 
hiRnql Jf.r.inos. 
Foto N"6. - Coloni<1 de ｓｬｮｾｰｬｯｲｮｹ｣･ｳ＠ sp (C/\-2!1) en A.gnr s;=¡!os ino:r¡cíilicas almidón a 28"C por 14 
idas. Mueslm rnice!io né.reo verde olivo, superficie alqodonosa y pulverulenta con 
exlrernos blé1tlquecinos. 
1 • • ., ｾ＠ • > 
Foto Nc'7. -ColoniEl de StreptornycP.s sp (CA-03) en agar sales inorgánicas almidón a 20"C x 14 días. 
Muestm micelio aén:oo cl8 co!or gris cl;:¡ro y micelio suhstrnto ｲｯｾ｡､ｯ＠ con el<trernos crerna. 
Foto N'·'B. -Colonia rl
1
e ｓＡｲｰｴｲｾＱＱｮｹ｣･ｳ＠ sp (CA-05) en 8gar exiraclo de lev;:¡rJurfl.-hlcl!la a 28nc x 14 clins. 
ｍｵ･ｾｴｲ｡＠ micelio asrp,o 81llmillo cremosrJ y micelio sut)stralo él!l18ri_llo. 
roto N"9. -Microfotowafia rle Slmptornyces sp (CA-25) cultivado en microcultivo. Se observ;:¡ 
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Ｍｾ＠
rolo N" 1 O. - Microfotoqrnfi,::¡ de Slré?pton1yces sp (C/\-93) mediante r\l)servaci(m dirP.cla del cultivo " 





rolo f\1"11.- Crortraloqrnfi;:¡ en ｣ｮｰｾ＠ fin8 ｲｭｾ＠ In rlelecci(m del f>.cido L-Di.!rlrinophnelico tr!iliz<llldo 1111 
1 . • . 
Muestra 
Snrone 
estóncJar de L-D/\P. 
: ｨｩ､ｲｯｬｩｺｾ､ｯ＠ de células er:\eri'ls de cepas de Actinornycelos 
: :silic;:¡qel GF 25-1 
Sima Solven!es : ,Met;:mnl-ririclin8-HCI 6N /\guél d8sliiCJúfl 









ｾ＠ . '' .... 
.... 
* * * 
. .; . 'l ｾ＠ Ｍｾ＠ .. ·-·-" .., ____ . -- ... _- ﾷＮＺＭＭＭｾ､Ｚ＠ .. ,. 
'25 42 
:i 
- Sepmnción clP. cnrbollidrAios en hidrolizaclos de célulns er1teras efe /\ctinornycetos en 
crornéltogrélria en c8p8 finn. 
: lliclrÓiimdo de céll Ji8s enteros de /\c:!irnorr.yc81os 
: silicélgel Gí- 25'1 
Slrna.Solventrs : ｎＭ｢ｵｴｾｭｮｬＭＱ｜｣ｩ､ｯ＠ ￩ＡｃＮｐＮＡｩ｣ｯＭｮｧｬＮｬ＼Ｇｾ＠ desliladél 
llevelaclor : Télla,lo ócirh cfp nr 1i onio 
Est{mdm0.s rle él::>:uc;:n8s: 
1\ "' 81'<.1lJir lOSa 'GU - qltlCClSii 
Gl\ = g::¡l;.¡ctosél XIL"" xilnsn 
IV. DISCUSION 
Los Actinomycetos aeróbicos, saprofitos se mantienen como la mejor 
fuente de metabolitos secundarios nuevos, derivados de fermentación. El 
reservorio natural de los Actinomycetos aeróbicos es el suelo, donde su rol 
ecológico principal parece ser la descomposición de la materia orgénica (1§). 
Labeda y Shearer (44) reportaron que él numero de Actinomycetos 
recuperables por gramo de suelo agrícola esta en exceso de 1 O 6 ufc/g. 
El presente trabajo de investigación tuvo como objetivo principal el 
aislamiento de Actinomycetos aeróbicos con capacidad para producir 
sustancias antibacterianas y que contienen ácido L-diaminopimelico en sus 
paredes celulares (16,20). 
En el trabajo realizado las cepas de Actinomycetos aislados de suelo, 
mostraron buen desarrollo en el medio de aislamiento primario Arginina-
Giiceroi-Sales (AGS), el cual por su composición en sales minerales y glicerol 
como la fuente principal de carbono, permitió la recuperación y el aislamiento 
selectivo de Actinomycetos aeróbicos, según lo reportado por Demain y 
Nadine, (31); Nakeeb y Lechevalier(45). 
El medio de cultivo secundario conteniendo extracto de levadura y extracto 
de malta, permitió la preservación de los cultivos durante un periodo de tiempo 
bastante largo (6 meses) durante los cuales las cepas de Actinomycetos 
aislados no sufrieron cambio alguno en su comportamiento metabólico, tal 
como lo reportado por Okamura (30). Lo cual es un indicador del requerimiento 
nutricional mínimo, que presentan los Actinomycetos. 
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Esta característica. de los Actinomycetos les confiere la capacidad 
para producir metabolitos secundarios por cuanto en su genoma hay grandes 
segmentos disponibles para otras funciones diferentes al crecimiento (19). 
En nuestro trabajo, la . mayor prevalencia de Actínomycetos 
observados en suelos de cultivo secos y alcalinos tales como los del Jardín 
Botánico de la Facultad de Farmacia-UNMSM y Suelos cultivados de Supe y 
Huaral, estuvo influenciada por la humedad, el pH y la presencia de raíces de 
las plantas y arboles. Sin embargo en jardines de parques donde la humedad 
es mayor y la presencia de arboles es mínima la población de ａ｣ｴ￭ｮｯｭｹ｣･ｴｯｾ＠
aislados fue menor. Tal como lo demuestran los estudios realizados por Porter, 
ｊＮＬＨｾＮ＠
La población de Actinomycetos aislados corresponde al horizonte A 
debido al alto contenido de materia orgánica, aireación y menor contenido de 
humedad. Similar a lo reportado por Hagedorn y col. (47). 
El Pre-tratamiento de las muestras de suelo reportadas en este 
trabajo fue efectivo para incrementar el porcentaje de Actínomycetos, sin el 
decrecimiento de la varieqad de los mismos. El proceso de humedecimiento y 
secado de las muestras permitió reducir considerablemente la flora bacteriana 
acompañante compuesta principalmente de Bacillus, hongos y levaduras, tal 
como lo demuestran las investigaciones realizadas por Okamura, (32); Tresner 
y Hayes (48). · 
Durante la evaluación de la actividad antimicrobiana de los 
Actinomycetos aislados, por la prueba cualitativa de Diseminación Cruzada, se 
70 
obtuvo 53% de cepas bioactivas de un total de 100 cepas aisladas, porcentaje 
similar a lo reportado por Ann Horan, (19); Goodfellow y Williams, (13); 
Wiliiams y Wellington, (12). · 
En lá tabla N°1 se puede observar que el patrón de actividad de las 
53 cepas bioactivas es de amplio espectro, por cuanto tienen actividad frente a 
bacterias Gram positivas, Gram negativas, hongos y levaduras. Además se 
puede observf!r que 25 cepas ( 48 %) son activas frente a 1 microorganismo; 5 
cepas (9.6 %), frente a 2 microorganismos; 11 cepas (21.2%) frente a 3 
microorganismos; 10 (19.23 %) cepas a 4 microorganismos y 1 cepa (1.92%) 
activa frente a 5 microorganismos. Teniendo el patrón de actividad de las 53 
cepas bioactivas se selecciono 24 cepas al azar para ser evaluadas mediante 
cultivos lfquidos sumergidos usando medios de fermentación para la 
producción de sustancias antibacterianas. 
Utilizando 4 medios de fermentación denominados como A, B, E y F 
reportados por Okamura (32), los mismos que se diferencian en sus fuentes de 
sales, hidratos de carbono y nitrógeno, el patrón .de actividad antimicrobiana 
determinado por el método de Difusión en Agar, con la técnica de Excavación -
Placa-Cultivo mostró variación de acuerdo al medio de fermentación. 
En la tabla N°2 y Fotos N 1 y 2 se pueden observar que los diámetros 
de las zonas de inhibición son más consistentes en los medios de fermentación 
E y F, esto se correlaciona con los resultados mostrados en la Tabla N°3 en 
donde la frecuencia de la actividad antibacteriana en el medio F es del 75% 
(18 cepas) pam el Staphylococus aureus ATCC 6538; del 91.66% (22 cepas) 
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para el Micrococus luteus ATCC 9341; del 41.66% (10 cepas) .para el Bacillus 
subtilis ATCC 6633 y del 25% (6 cepas) para Eschetichia coli ATCC 25922. 
La variación de la actividad antibacteriana en función de la 
composición del medio de fermentación, nos indica que existen requerimientos 
especiales · para la producción de sustancias antibacterianas que según 
Srinivassan, (10), están constituidos por la temperatura, composición del 
medio, adición de inductores, tiempo de incubación, pH y condiciones de 
oxigenación. 
La producción de la sustancia antimicrobiana y el incremento de su actividad, 
fue influenciada por la presencia de glucosa al 1 % en el medio A-1, y el 
medio de fermentación F en los cuales actúo como un inductor del incremento 
de la biomasa, otros factores importantes fueron la temperatura de 28 e, la 
agitación de los cultivos a 200 RPM/min. Y el pH del medio que tuvo una 
variación de 6.7 a 7.0 para un tiempo optimo de fermentación de 5 días 
según lo reportado por Saitoh ( 49); Bernan (26, 27); Naruse ( 28); y Katsuhisa 
(29). 
La evaluaCión de los medios de fermentación de composición diferente, para 
lograr la mayor producción del metabolito antimicrobiano, nos revelo al medio F 
como optimo, dado que las zonas de inhibición obtenidas por las 24 cepas de 
Actinomycetos seleccionados, frente a los microorganismos de prueba, 
presentan diámetros comprendidos entre 20-50 mm. 
En la tabla N°4 y 5, y las Fotos N 3 y 4 se pueden observar que la 
frecuencia de los diámetros entre 30-40 mm. Fue del 44% (8 cepas) para 
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Staphylococus aureus ATCC 6538; 40.90% (9 cepas) para Mícrococus /uteus 
ATCC 9341 y 10% (1 cepa) para Bacíllus subtílis ATCC 6633. Sin embargo 
para Escheríchía colí ATCC 25922 se obtuvo zonas de inhibición con diámetros 
comprendidos entre 1 0-30 mm, lo que evidencia mayor actividad antibacteriana 
frente a bacterias Gram positivas que a Gram negativas. 
La identificación de 12 cepas que presentaron mayor actividad antibacteriana 
mediante el análisis Morfológico dio como resultado su clasificación dentro del 
Genero Streptomyces.sp. 
Las características morfológicas que conllevan a este resultado se pueden 
apreciar en la tabla N°6 que muestra el comportamiento cultural en 4 
diferentes medios propuestos por el lnternational Streptomyces Project (JSP). 
Todas las cepas presentan micelio aéreo y micelio vegetativo. El color del 
micelio aéreo presento colores en tonos del blanco intenso, verdoso, a un gris 
claro y oscuro. El micelio vegetativo vario del color crema- blanquesino al 
amarillento y no presento fragmentación. Con relación a la producción de 
pigmentos se observo que la mayoría de cepas no producían pigmento, solo 3 
cepas produjeron pigmento de color azul y marrón y 2 cepas mostraron un 
pigmento de tipo melanoide. (Fotos N° 5,6,7,y 8) 
El análisis microscópico, mediante la técnica de microcultivos, así 
como la observación directa de los cultivos esporulados permitió diferenciar la 
forma y disposición de las esporas, determinándose que todas las cepas de 
Actínomycetos eran multiesporuladas, y dispuestas en cadenas largas con 
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formas espira ladas y rectas (fotos N° 9 y 1 O) 
Estos resultados se sustentan en las investigaciones realizadas por 
Goofellow (13), según los cuales el grupo de Actinomycetos de origen terrestre, 
se encuentran en mayor proporción en los suelos secos, alcalinos y neutros 
dedicados a cultivos agrícolas o en los cuales hay presencia de praderas, 
principalmente si son del horizonte A, de poca profundidad y abundante 
materia orgánica. 
La aplicación. del criterio morfológico para la identificación de las 
cepas, si bien permitió una clasificación presuntiva dentro del Genero 
Streptomycetes, no fue definitiva; ¡Sor lo que se aplico el criterio quimio-
taxohomico, que en los últimos años se ha considerado de gran importancia 
porque proporciona información de gran valor en la clasificación e 
identificación de los Actinomycetos; tal como lo demuestra la determinación de 
los quimiotipos de la pared celular, mediante la identificación de los isómeros 
del ácido diaminopimelico (L, M) y el patrón de azucares presentes a partir de 
hidrolizados de células enteras. 
El análisis quimio-taxonomico, los ensayos de descomposición de 
fuentes de nitrógeno y la reacción de catalasa, mostraron los siguientes 
resultados: 
Las 12 cepas con actividad antibacteriana presentaron el isómero L 
del ácido diaminopimelico en comparación con el Standard del L-Acido 
diaminopimélico (sigma), lo que indica que pertenece al quimiotipo í, como se 
observa en las Fotos N° 11 y 1.2 y la tabla N°7. 
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El patrón de azucares de la pared celular, mostró una característica 
irregular, por cuanto algunas cepas presentaron el azúcar galactosa y la 
mayoría no presentaron azucares. Por lo tanto las cepas evaluadas se 
calificaron como No característico según Lechevalier (14) y el Manual de 
Bacteriología Sistemática de Bergey, 1989. Asimismo las reacciones de 
., 
, descomposición de fuentes de nitrógeno como caseina, tirosyna y xantina, así 
como la prueba de catalasa nos permitieron confirmar que las 12 cepas 
seleccionadas por su actividad antib.acteriana pertenecen al genero 
Streptomyces. 
De otro lado en nuestro afán de determinar la composición química de los 
metabolitos antibacterianos se selecciono 2 cepas; CA- 25 y CA-93, y ambas 
se sometieron a fermentación en el medio F según el procedimiento descrito 
anteriormente, se procedió a la extracción del metabolito activo y se realizo 
ensayos de cromatografía en Silicagel con diferentes reveladores, El 
metabolito proveniente de la muestra CA-25 dio positivo al revelador de 
H2S04 0.2 M y yodo con lo cual evidenciamos la presencia de materia 
orgánica, también dio positivo con el revelador de Hidroxilamina-CIFe 111 que 
nos ·indica la posible presencia de grupos funcionales tales como esteres, 
amidas y anhídridos de ácidos carboxilicos. 
El metabolito proveniente de la muestra ｃ｡ｾＹＳ＠ dio resultados 
similares que el anterior, con la única diferencia de la presencia de posibles 
grUpos epoxidos, al dar positivo con el revelador de ácido pícrico. Debido a que 
la absorción infrarroja esta relacionada con las uniones covalentes, los 
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espectros que se muestran en los gráficos para ambas cepas dan información 
mas detallada de la presencia de grupos funcionales en nuestras muestras de 
ensayo. 
De los resultados del IR obtenido no es posible correlacionar los 
máximos específicos de absorción vibracional con los grupos de átomos 
responsables de la absorción (50). Sin embargo comparando con los reportes 
de investigaciones realizadas por Ubukata, (23); Naruse N. y col. (28) y 
Katsuhisa (29) se encuentra algunas semejanzas con lo detectado en el 
espectro infrarojo de las muestras CA-25 y CA-93 en los que se halla indicios 
de grupos carbonados y amido-imido en las longitudes comprendidas entre 
3400, 3200 y 1200,mientras en longitudes de onda de 1700 se da indicios de 
grupos como, aldehídos, esteres y ácidos carboxilicos, así mismo se observo la 
presencia de enlaces C-H (2920 cm). 
Finalmente este ensayo preliminar da algunas luces de la estructura 
química de los metabolitos activos pero se hace necesario continuar con la 
investigación haciendo un escalado del proceso de fermentación a volúmenes 
mayores que permitan una extracción de metabolito antibacteriano al que se le 
pueda hacer un estudio químico mas detallado. 
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V. CONCLUSIONES 
1.- Los suelos del Jardín Botánico de la Facultad de Farmacia y de terrenos 
agrícolas de Huaral y Supe (Lima) constituyen un reservaría natural 
apropiado para el aislamiento de Actimonycetos productores de sustancias 
antibacterianas. 
""·' 2. - De 100 cepas de Actinomycetos aislados de suelo, en el medio de cultivo 
Arginina-Giiceroi-Sales (AGS), el 53% de ellas presentaron actividad 
antimicrobiana, mientras el47% restante no-mostro actividad. 
3. - De 24 cepas bioactivas seleccionadas, 18 cepas (75%) presentaron 
actividad inhibitoria sobre S'ti::1phylococus aureus ATCC 6538; 22 cepas 
(91.66%) inhibieron a Micrococus luteus ATCC 9341; 10 cepas (41.66%) a 
Bacillus subtilis ATCC 6633 y 6 cepas (25%) inhibieron a Escherichia coli 
ATCC 25922. Esta variación de la actividad inhibitoria indica la presencia 
de diferentes sustancias antimicrobianas producidas por diferentes 
especies de Streptomyces sp. 
4. - La identificación morfológica y quimio- taxonómica de 12 cepas de 
Actinomycetos seleccionados por presentar mayor actividad antibacteriana, 
indica que pertenecen al grupo de los Streptomycetes y corresponden al 
Genero Streptomyces sp. 
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5. - El medio de fermentación F compuesto de glucosa, glicerol, extracto de 
levadura y CaC03, la temperatura de 28°C, la agitación. de 200 
RPM/minuto y el tiempo de incubación de 5 días constituyen los factores 
óptimos para la producción de sustancias antibacterianas por 24 cepas de 
Actinomycetos seleccionados de suelo. 
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VIl. RECOMENDACIONES 
1. - Evaluar el rendimiento de producción de las sustancias antibacterianas por 
las cepas de Actinomycetos seleccionadas, realizando el proceso de 
fermentación en biofermentadores de laboratorio. 
2. - Realizar una extracción y purificación de las sustancias con actividad 
antibacteriana para continuar con los análisis químicos de elucidación y 
caracterizaCión de su estructura química. 
3. - Enviar las cepas con alto rendimiento de producción de sustancias 
antibacterianas a un Centro de Referencia Internacional para la 
identificación de la especie. 
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VIII ANEXOS 
PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO ｅｍｾｌｅａｄｏｓ＠
MEDIO DE CULTIVO PARA EL AISLAMIENTO 
ARGININA-GLICEROL SALES AGAR (AGS) 
Composición: 
L-Arginina HCI 
Glicerol (gravedad especifica 
1.00 g 




















Suspender los ingredientes en agua destilada, calentar hasta disolución completa. 
Ajustar el pH a 6.9-7.1, luego autoclavar por 15 minutos a 121°C. 
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MEDIO DE CULTIVO PARA ｐｕｒｉｆｉｃａｾｉｏｎ＠ Y CONSERVACIQN DE CEPAS 
EXTRACTO DE MALTA-LEVADURA AGAR 
Comoosición: 
Extracto de Malta (DIFCO) 








1000.00 mi . 
Preparación: Suspender todos los ingredientes en el agua destilada y calentar 
hasta disolución completa. Luego ajustar el pH a 7.0 y autoclavar por 15 minutos a . 
121 °C. 
MEDIOS DE CULTIVO DE FERMENTACION. 
MEDIO A-1 PARA OBTENCION DE INOCULO 








Suspender los ingredientes en agua destilada, calentar. hasta completa disolución y 
luego ajustar ei pH a 7.2. Autoclavar a 115°C por t5 minutos. 




Melaza de caña 2.00g 
Harina de soya 4.00g 
Cl 0.10 g 
NaH2P04 0.13 g 
CoCI2. 6H20 (ug/mi) 1.30 
Agua destilada 100m! 
pH6.8 
Preparación: 
Suspender los ingredientes en 1 00 mi de agua destilada, calentar hasta completa 
disolución, enfriar y ajustar el pH a 6.8 y luego esterilizar por autoclave a 15 lb, 
121°C por 15 minutos. 








Harina de soya 3.00g 
Corn steep liquor 0.50g 
CaC03 0.70 g-
CoCI2. 6H.20 (ug/ml) 1.30 
Agua destilada 100m! 
pH 8.0 
Preparación: 
Suspender los ingredientes en 1 00 mi de agua destilada, calentar hasta completa 
disolución, ajustar el pH y finalmente esterilizar por autoclave a 121 oc , 15 Lb por 
15 minutos . 

























Suspender los ingredientes en 1 00 mi de agua destilada, calentar hasta disolución 
- con:tpleta, ajustar el pH y luego esterilizar por autoclave a 121 °C, 15 Lb por 15 
minutos. 





Almidón de papa 0.20g 
Harina de soya 0.50g 
peptona 0.50g 
Extracto de levadura 0.50g 
NaCI 0.50g 
CaC03 0.20g 
Agua destilada 100m 1 
pH6.8 
Preparación: 
Suspender los ingredientes en el agua destilada, calentar hasta disolución 
completa, ajustar el pH y luego esterilizar por autoclave a 121°C, 15Lb por 15 
minutos. 
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MEDIOS PARA AMALISIS MORFOLOGICO 
AGAR GLICEROL ASPARAGINA 
Composición: 
Asparagina 1.00 g 
Glicerol (grav, esp. no menos 
· 1.249 a 25°C) 12.50 g 
1.00 g K2HP04 
NaCI 1.00 g 
MgS04.7H20 0.50 g 
Fe2(S04)3. 6H20 0.001 g 
CuS04. 5H20 0.001 g 
ZnS04. 7H20 0.001 g 
MnS04. H20 0.001 g 
Agar 15.00 g 
Agua destilada _ 1000 mi 
Preparación: disolver los ingredientes por calentamiento, ajustar el pH a .6.9-7.1. 
Autoclavar 121°C, 15Lb x 15 minutos. 
AGAR ALMIDON SALES INORGANICAS 
Composición: 
Almidón soluble 10.00 g 
Caseina libre de vitaminas(DIFCO) 0.30 g 

















Suspender los ingredientes _en agua destilada, calentar hasta completa disolución, 
ajustar el pH a 7.0-7.2 y luego esterilizar por autoclave a 121°C, 15Lb por 15 
minutos. 
REACTIVOS PARA CROMATOGRAFIA 









agua saturada con n-Butanol100.00 mi 
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Actinomyces (Hartz 1877) 
Arachnia (Pine y George 1969) 
Bacterionema(Gilmour. Howell y Biddv, 1961) 
Bifidiobacterium (Orla Jensen 1927) 
Rothia (Georg y Brown 1967) 
<jlerskovia (Prauser, Lechevalier y Lechevalier 1970) 
Promicromonospora (Krasilnikov y Kirillova 1961 ) 
Saccharopolyspora (Lacey y Goodfellow 1975) 
Micropolyspora (Lechevalier, Solotorsky 1961) 
Dermatophilus (Van Saceghem 1915) 
Geodermatophilus (Luederman 1968) 
Frankia (Brunchorst 1886) 
Nocardia (Trevisan 1889) 
Rhodococus (Zopf 1891 ) 
Corynebacterium (Lehman y Neumann 1896) 
Thermonosporas (Hanssan .1957) 
Saccharomonospora 
Nocardiopsis (Meyer 197 6) 
Actinomadura (lechevalier y Lechevalier 1910) 
Microbiospora (Nonomura y O'Hara 1957) 
Microtetraspora 
Strepotomyces (Waksman y Henrici 1843) 
lntrasporangium (Kalakoutskii, Kirillova 1967) 
--------------------N-'o_c_ardioides ｪｐｲ｡ｾｾｰｪｬ｟＠
* Por lo regular, forman micelio no fragmentado. 
------
Cuadro 2 : Constituyentes de la pared celular en relación con la Taxonomía* 
TIPO CELULAR 
COMPONENTES PRINCIPALES COMPLETO (COMPONENTE :ll] DE 
\RED EN J-A PAREQ_ __ _ . ____________ ＮｦｒＡｾｾｉｐａｾｬＮ＠ _________ _____ __ ' ＭﾺｾＡｩｾ Ｎ ｒｑ＠ _____ .__ _ _ 
LL- DAPn¡ glicina glicina · Streptomyces 
11 meso - DAP glicina 
111 meso- DAP 
IV meso- DAP 
V Lisina. Ornitina 
VI Lisina. ácido aspártico, _galactosa 
)él Hecht S., y Causey W., 1976, J. Clin. Microbiol., 4:284-287 



























Cuadro 3 : Clasificación de los Actinomycetos· 
ｏｒｄｅｾｾ＠ 1: ACTINOMICETOS 
Familia 1 : Actinomycetaceae 
Género 1 : Actinomyces 
Género 11 : Arachia 
Género 111 : Bifidobacterium 
Género IV : Bacterionema 
Género V : Rothia 
Familia 11 : Mycobacteriaceae 
Género 1 : Mycobacterium 
Familia 111: Frankiaceae 
Género 1: Frankia 
Familia IV : Actinoplanaceae 
Género 1 : Actinoplanes 
Género 11 : Spirillospora 
Género 111 : Streptosporangium 
Género IV : Amphosporangium 
Género V : Ampullariella 
Género VI : Pilimelia 
Género VIl : Planomonospora 
Género VIII: Planohispora 
Género IX : Dactylosporangium 
Género X: .Kitasatoa 
Familia V : Dermatophilaceae 
Género 1 : Dermatophilus 
Género 11: Geodermatophilus 
Familia VI : Norcardiaceae 
Género 1 : Nocardia 
Género 11 : Pseudonocardia 
Familia VIl : Streptomycetaceae 
Género 1 : Streptomyces 
Género 11: Streptoverlicillium 
Género 111: Sporichthya 
Género IV : Microellobospora 
Familia VIII: Micromonosporaceae 
Género 1 : Micromonospora 
Género 11 : Thermoactinomyces 
Género 111: Actinobifida 
Género IV : Thermonospora 
Género V : Microbiospora 
Género VI : Micropolyspora 
• Sección 17 Bergey's Manual of Systematic Bacteriology. Vol 4 
Cuadro 4: Componentes principales en las preparaciones de paredes celulares de los 
Actinomycetos mas importantes 












V. Actinomyces + + 
(tipo israelii) 
VI. Actinomyces + + 
. (tipo bovis) _______ , ___ _ 
* DAP = ácido 2,6 - diaminopimélico. 
** Anteriormente llamada Nocardia (tipo madurae) 






+ + + 
Necesidades de 02 
Metabolismo oxidotivo; 
generalmente se en-
cuentra en el suelo 
· Metabolismo fermentati-
vo; generalmente oso-
ciado a animales . 
Todas las preparaciones contienen cantidades importantes de glucosamina, ácido murámico, alanina y ácido glutámico. 
CUADRO NQS.- Novel Secondary Metabolites Reported in The 
Journal of Antibiotics by Therapeutic Area, 1986 versus 
1991 
Therapeutic Area 1986 1991 Percent 
Change 
Anti-infectives 25 19 -24 
Tumor biology 14 18 +28 
Pharmacology 15 28 +87 
TOTAL 54 65 +20 
FUENTE: HORAN ANN,C. (1994} . Biotechnology 26:pp. 4 
CUADRO NQ 6.- Novel Secondary Metabolites Reported in The 
Journal of Antibiotics by Producing Organism 1986 versus 
1991 
Producing 1986 Percent 1991 Percent 
Organism Total Total 
Actinomycetes 47 87 51 78 
Fungi 7 13 14 22 
TOTAL 54 100 65 100 
FUENTE RORAN ANN,C. (1994). Biotechnology 26: pp. 4 
